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Introducción
1. INTRODUCCIÓN.
 
Las enfermedades infecciosas representan en la actualidad un importante problema 
de salud por su morbimortalidad y por las implicaciones económicas que tiene para el 
sistema sanitario. A pesar de los grandes progresos alcanzados en el conocimiento de la 
epidemiología, etiología, patología, profilaxis y tratamiento, las infecciones continúan 
teniendo una prevalencia elevada. Los antibióticos han sido el logro más importante de 
la medicina durante el siglo XX. No sólo constituyen la causa directa de la disminución 
de la morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas de etiología bacteriana sino 
que, además, han proporcionado el desarrollo 
de otras áreas médicas mediante el control de 
la infección.
Desde el descubrimiento de la penicilina en 
1928 la principal inquietud de los clínicos a 
la hora de tratar enfermedades infecciosas 
graves ha sido la resistencia. Muchos de los 
antibióticos disponibles en la actualidad están 
obsoletos o no son efectivos debido a la 
enorme plasticidad genética de las bacterias la 
cual les permite adaptarse y evolucionar hacia 
la resistencia, así como a la aparición de nuevos patógenos emergentes portadores, en 
muchos casos, de resistencias intrínsecas. 
Ante la ausencia de terapias eficaces, es necesario crear nuevas estrategias para optimizar 
y proteger el uso de los antibióticos disponibles, así como diseñar nuevas moléculas, 
basadas en nuevas dianas terapéuticas, útiles para combatir los microorganismos 
multirresistentes. El fenómeno de multirresistencia está frecuentemente asociado con 
la hiperexpresión de los transportadores que reconocen y expulsan eficientemente al 
exterior de la célula un amplio rango de compuestos estructuralmente no relacionados. 
Los antibióticos usados en clínica están entre estos compuestos y su expulsión reduce 
significativamente su utilidad. De entre todos los transportadores descritos, las 
”It is not difficult to make microbes 
resistant to penicillin in the laboratory 
by exposing them to concentrations not 
sufficient to kill them, and the same 
thing has occasionally happened in 
the body. The time may come when 
penicillin can be bought by anyone in 
the shops. Then there is the danger that 
the ignorant man may easily under dose 
himself and by exposing his microbes to 
non-lethal quantities of the drug make 
them resistant”
Alexander Fleming, 
Estocolmo, Diciembre, 1945
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bombas de expulsión pertenecientes a la familia RND (resistance-nodulation-division) 
son las más relevantes desde el punto de vista  clínico. Estos sistemas son capaces de 
reconocer tanto antibióticos relevantes como biocidas, ambos ampliamente usados 
en el ambiente hospitalario. Este hecho motivó el debate acerca de la co-resistencia 
antibiótico-biocida y la posible selección mediante biocidas de cepas resistentes 
a múltiples antibióticos. Ciertamente, estudios in vitro han confirmado que cepas 
resistentes a biocidas hiperexpresan bombas de expulsión convirtiéndose en cepas 
multirresistentes (1, 2). La adaptación de las bacterias a condiciones de estrés 
exterior  es un paso clave en la emergencia de cepas multirresistentes, siendo éstas 
una seria amenaza para la salud humana. Esta respuesta inducida  por estrés podría 
desencadenar mecanismos preliminares disparando la línea de defensa inicial de la 
bacteria en contra de la antibioterapia. Entre las bacterias multirresistentes emergentes, 
Enterobacter spp. ha sido reconocido como un importante patógeno nosocomial (3). 
Dentro de este género, Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae son las especies 
aisladas con mayor frecuencia en los hospitales y, sin embargo, poco se sabe acerca 
de su potencial patogénico. En términos generales, en el presente trabajo se aborda el 
estudio estructural así como de regulación de una bomba de expulsión como ejemplo 
de mecanismo de resistencia capaz de desencadenar un fenotipo de multirresistencia 
(MDR) en E. cloacae (Figura 1.1). 
1.1. La familia Enterobacteriaceae. El patógeno Enterobacter cloacae.
Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacterias Gram-negativas no 
formadores de esporas, anaerobios facultativos, fermentan glucosa y otros azúcares, 
reductores de nitrato a nitrito, catalasa positivo y oxidasa negativo (excepto Plesiomonas). 
Aunque el hábitat natural de muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae 
clínicamente relevantes es el tracto gastrointestinal de humanos y otros animales, 
estos organismos están ampliamente distribuidos en la naturaleza encontrándose, por 
ejemplo, en el agua y en la tierra (4). Causan una amplia variedad de infecciones, tanto en 
la comunidad como en el ambiente hospitalario, afectando tanto a hospedadores sanos 
como a aquellos con enfermedades previas. Ciertas especies pertenecientes a la familia 
Enterobacteriaceae representan el 50% de todos los aislamientos que se obtienen a partir 
de muestras procedentes de infecciones hospitalarias y, el 80% de todas las infecciones 
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producidas por bacterias Gram-negativas (5).  Aunque  los aislamientos más frecuentes 
proceden en su inmensa mayoría del 
tracto urinario, la sangre, la cavidad 
peritoneal y el tracto respiratorio, estas 
bacterias también pueden ser aisladas 
a partir de otros lugares como el líquido 
cefalorraquídeo, el líquido sinovial o 
abscesos, entre otras localizaciones.
Tres especies de Enterobacter, E. 
cloacae, E. aerogenes y E. sakazakii, son 
las responsables de la gran mayoría de 
las infecciones causadas por el género 
Enterobacter. Pantoea agglomerans, 
hasta ahora conocida como Enterobacter agglomerans, se encuentra también con 
frecuencia. Estas cuatro especies de bacterias fermentan la lactosa, son móviles y forman 
colonias de aspecto mucoide. Distintas cepas de Enterobacter surgen frecuentemente 
de la flora intestinal de pacientes hospitalizados, aunque pueden aparecer en brotes 
con un origen común y propagarse de paciente a paciente. Las infecciones son 
especialmente comunes en pacientes que han recibido terapia antimicrobiana y en 
aquellos ingresados en unidades de cuidados intensivos (3). Son capaces de causar 
una amplia variedad de infecciones nosocomiales tales como neumonía, infecciones 
del tracto urinario e intestinal, infecciones de heridas y quemaduras, infecciones 
de dispositivos intravasculares y otras prótesis o meningitis. Aparentemente, no hay 
características distintivas entre las infecciones causadas por las diferentes especies 
incluidas dentro del género. E. cloacae, E. aerogenes y la mayor parte de cepas de E. 
sakazakii son intrínsecamente resistentes a ampicilina y cefalosporinas de primera y 
segunda generación (Tabla 1.1) como resultado de la expresión de la β-lactamasa 
cromosómica inducible ampC controlada por reguladores que inducen o reprimen su 
expresión (6). Algunas cepas de E. sakazakii puede ser sensibles a ampicilina, cefalotina 
y cefoxitina debido a la ausencia de esta β-lactamasa cromosómica inducible. Además, 
cepas que producen constitutivamente altos niveles de β-lactamasa son resistentes a 
cefalosporinas de tercera generación, generalmente como resultado de mutaciones en 
Figura 1.1: Imagen coloreada de un grupo de bac-
terias Enterobacter cloacae obtenida mediante 
microscopía electrónica de barrido. Foto de Eye of 
Science/Science Photo Library (imagen nºb220845)
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los loci reguladores. Estas cepas hiperproductoras de AmpC están ya presentes en la 
mayoría de pacientes con infecciones causadas por Enterobacter antes del inicio del 
tratamiento. Del mismo modo que otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, 
ciertas especies pertenecientes al género Enterobacter pueden llevar plásmidos 
portadores de genes de resistencia a múltiples agentes antimicrobianos. Las cepas de E. 
sakazakii tienden a ser sensibles a aminoglucósidos. Esto podría indicar que esta especie 
no forma parte de la flora hospitalaria normal por lo que tendría menos oportunidades 
que E. cloacae o E. aerogenes de captar plásmidos que codifican enzimas inactivadores de 
aminoglucósidos (3). El tratamiento de las infecciones causadas por Enterobacter debe 
ser adaptado a aislamientos individuales basado en el test de sensibilidad a antibióticos 
o antibiograma. Sin embargo, los clínicos son conscientes de que la emergencia de cepas 
resistentes puede llevar a un fallo terapéutico empleando cefalosporinas de tercera 
generación, incluso cuando los aislamientos son sensibles en el test inicial (7).
1.1.1. Hábitat natural e importancia clínica.
La familia Enterobacteriaceae se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. 
Muchas especies de esta familia están reconocidas como importantes patógenos 
nosocomiales. Aunque con una menor prevalencia que otros miembros de 
Enterobacteriaceae, ciertas especies pertenecientes al género Enterobacter se están 
convirtiendo cada vez más en importantes patógenos nosocomiales (Tabla 1.2) (3). 
Ocupan entre el quinto y noveno lugar entre los agentes comunes de infecciones 
del torrente sanguíneo (8-10). En un estudio prospectivo de infecciones de heridas 
quirúrgicas, se observó que Enterobacter causa infección postoperatoria en el 100 % de 
a Las CMI se muestran en μg/ml.
Tabla 1.1 Sensibilidad antibiótica de las cuatro cepas de Enterobacter más frecuentemente aisladas 
de material clínico (3).
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los casos cuando se aíslan estas especies durante la operación, mientras que Escherichia 
coli o Staphylococcus aureus, que se aíslan con una frecuencia tres veces mayor, causan 
infección con una probabilidad del 31 y el 35 % respectivamente (11). A pesar de que 
E. cloacae causa sepsis con menor frecuencia que microorganismos Gram-positivos, 
es dos veces más probable que cause mortalidad en los pacientes (12). Enterobacter 
spp. se encuentra también entre los organismos más comunes implicados en la recaída 
o re-infección en bacteriemias recurrentes (13). Se clasifica como el quinto, sexto y 
séptimo agente más común de infecciones del tracto urinario en América Latina, Europa 
y Norteamérica, respectivamente (14).
Sin embargo, la importancia del género Enterobacter como patógeno nosocomial se 
incrementa cuando se analizan los aislamientos procedentes de unidades de cuidados 
intensivos de forma independiente. Los datos ponen de manifiesto que Enterobacter se 
encuentra en tercer lugar dentro de los patógenos aislados con más frecuencia a partir 
de infecciones del tracto respiratorio (11,1 % de todos los aislamientos), ocupan el cuarto 
lugar en aislamientos obtenidos a partir de infecciones quirúrgicas (10,3 %) y el quinto 
lugar en aislamientos procedentes del tracto urinario (6,1 %) y sangre (5,3 %) (15). Aunque 
se pueden encontrar infecciones adquiridas en la comunidad provocadas por especies 
Tabla 1.2 Nomenclatura, fuente de aislamiento, y significado de las especies pertenecientes al género 
Enterobacter (4).
Símbolos: ++++, frecuente; +++,ocasional; ++ raro; + muy raro. 1, principales especies patógenos 
de humanos; 2, causa de enfermedad en raras ocasiones; 3, aislados de humanos con significado 
desconocido. 
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de Enterobacter, la mayoría de las infecciones producidas por este microorganismo son 
nosocomiales (16, 17). La colonización y las infecciones nosocomiales producidas por 
Enterobacter spp. están asociadas frecuentemente con instrumentación y dispositivos 
médicos contaminados. Sin embargo, estas bacterias son ingeridas frecuentemente en 
la comida y las fuentes endógenas también deberían tomarse en consideración (4).
1.1.2. Factores de virulencia y patogénesis.
La capacidad de los miembros de la familia Enterobacteriaceae para causar infección 
es bastante variable. Abarca la flora comensal, que rara vez es patógena, patógenos 
oportunistas que pueden causar morbilidad y mortalidad considerable en hospedadores 
inmunocomprometidos, y los agentes patógenos capaces de iniciar la enfermedad en 
los individuos con óptimo sistema inmune.
E. cloacae ha estado implicado como agente etiológico de infecciones intestinales y 
extra-intestinales humanas que pueden causar bacteriemias graves, infecciones de piel 
y tejidos blandos, intra-abdominales, del tracto urinario y del sistema nervioso central, 
así como neumonías (4). Aunque E. cloacae es el patógeno nosocomial más común 
dentro del género Enterobacter, poco se conoce acerca de los factores que influyen 
en su patogenicidad y virulencia. El posible mecanismo de patogénesis es complejo y 
multifactorial, abarcando diferentes factores de virulencia cuyo papel en el desarrollo 
de la enfermedad no está demasiado claro. 
Adhesinas.
La adhesión de las bacterias patógenas a las células del hospedador es un requisito 
indispensable para causar infección. Esta adhesión no es inespecífica, se produce a través 
de estructuras conocidas como adhesinas que unen selectivamente receptores afines de 
la superficie del hospedador para evitar la repulsión electrostática provocada por la carga 
negativa neta de ambos, hospedador y bacteria. Las Enterobacterias pueden producir 
varias adhesinas, como las fimbrias y proteínas de membrana externa. En algunos 
casos, los carbohidratos de superficie también pueden tener propiedades adhesivas 
(5). Las fimbrias de tipo I son las adhesinas mejor estudiadas. Se unen a receptores 
glucoproteicos que contienen manósidos presentes en las células del hospedador y, por 
tanto, la manosa inhibe esta unión. E. cloacae se adhiere a tejidos celulares y exhibe 
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hemaglutinación sensible a la manosa, probablemente como resultado de la expresión 
de fimbrias de tipo I (18). 
Sistemas de secreción y toxinas.
Las toxinas fueron los primeros y, sin duda, siguen siendo los factores de virulencia mejor 
estudiados. Las toxinas son liberadas por bacterias al ambiente o directamente a las células 
del hospedador. Muchos miembros 
de la familia Enterobacteriaceae 
producen toxinas capaces de inducir 
la lisis de las células del hospedador. 
Ciertas cepas incluidas dentro del 
género Enterobacter producen 
enterotoxinas, α-hemolisinas y 
citotoxinas activadas por tiol (19).
Los fagocitos constituyen la 
primera línea de defensa innata del 
hospedador frente a las bacterias 
patógenas al nivel de la barrera epitelial (20). Se ha demostrado que algunas cepas de 
E. cloacae son citotóxicas para los macrófagos al producir citotoxinas activadas por tiol 
capaces de suprimir la respuesta inmune del hospedador (21). También se ha aislado 
una nueva toxina activada por tiol de cepas de E. cloacae que ejerce un efecto sobre 
los eritrocitos y leucocitos. Una alta concentración de la toxina causa la lisis de los 
leucocitos antes de activar la apoptosis (19, 22). En varias bacterias Gram-negativas, el 
sistema de secreción tipo III (SSTT) es un factor importante que juega un papel crucial en 
las interacciones huésped-patógeno. El SSTT consiste en varias proteínas ensambladas 
en un sistema que inyecta factores de virulencia, por lo general toxinas, directamente 
en las células huésped. Las proteínas son transportadas a través de unas estructuras en 
forma de aguja conocidas como inyectosomas o simplemente agujas (Figura 1.2) (23). 
Por lo tanto, la presencia de SSTT se puede utilizar como un indicador general de la 
virulencia bacteriana (24). Hay siete familias de SSTT, de las cuales, SPI-1, SPI-2 y Ysc, 
han sido identificadas en bacterias de la familia Enterobacteriaceae (25).
Figura 1.2 Imagen de Enterobacter cloacae con 
estructura en forma de aguja (señalada por la flecha) 
obtenida mediante microscopía electrónica de 
transmisión (escala =200nm) (21).
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Ciertas cepas de E. cloacae son portadoras del gen ascV que codifica una proteína 
implicada en SSTT en especies de Aeromonas. Por lo tanto los SSTT pueden contribuir a 
la patogénesis de E. cloacae (21).
Sideróforos.
Para diversas bacterias patógenas, el hierro es esencial para crecer, sobrevivir y 
sintetizar factores de virulencia. El contenido de hierro libre en los fluidos biológicos del 
hospedador es muy bajo, puesto que la mayor parte está unida a proteínas. Por ello, 
algunas bacterias expresan receptores de membrana para captar esas moléculas. Otras 
bacterias secretan sideróforos, que fijan hierro libre, y los complejos formados son 
captados por receptores bacterianos de membrana. Los genes que codifican receptores 
para captar hierro han sido considerados como marcadores de virulencia en estudios de 
epidemiología molecular.
En la familia Enterobacteriaceae los tres sistemas de sideróforos más frecuentes son 
la enterobactina, la aerobactina y la yersiniabactina. La enterobactina fue el primer 
sideróforo descrito, es un sideróforo tipo catecolato y lo producen más del 90 % de 
los aislamientos bacterianos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (26-28). La 
aerobactina es un sideróforo tipo hidroxamato, lo producen algunas Enterobacteriaceae, 
y tiene menos afinidad por el hierro libre que la enterobactina o la yersiniabactina (29, 
30). El tercer tipo es la yersiniabactina, descrito por primera vez en especies de Yersinia 
pero se encuentra también en otras especies. Se cree que se disemina por transferencia 
horizontal (31).
Bajo condiciones limitantes de hierro, E. cloacae produce dos sideróforos, 
enterobactina y aerobactina. En E. aerogenes y E. coli la síntesis de ambos sideróforos 
ocurre simultáneamente y sincronizadamente con el crecimiento. En E. cloacae, la 
enterobactina sólo se sintetiza en la fase logarítmica durante el crecimiento, mientras 
que la aerobactina se sintetiza en la fase logarítmica tardía y la fase estacionaria. También 
se observa una producción diferente de enterobactina y aerobactina en función de la 
cantidad de hierro disponible. E. cloacae produce enterobactina preferentemente bajo 
condiciones limitantes de hierro, mientras que la producción de aerobactina es máxima 
bajo condiciones deficientes en hierro (32).
P á g i n a  | 2 3
Introducción
1.1.3. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos.
Enterobacter spp. ha sido reconocido como importante patógeno nosocomial en los 
últimos años. La mayoría de estos organismos son innatamente resistentes a viejos 
agentes antimicrobianos y tienen la capacidad de desarrollar rápidamente resistencia 
a los nuevos agentes. Está bien establecido que las cepas de Enterobacter rápidamente 
pueden desarrollar resistencia a múltiples antibióticos β-lactámicos durante el 
tratamiento (7, 33). Su prevalencia como patógenos nosocomiales ha aumentado en 
general, mientras que las cepas multirresistentes han emergido en áreas del hospital 
donde el uso de cefalosporinas es elevado. En general, la prevalencia de resistencia a los 
antibióticos β-lactámicos, aminoglucósidos, trimetoprim-sulfametoxazol, y quinolonas 
se ha incrementado con el tiempo, y esto está asociado a un mayor uso de los fármacos 
en un entorno determinado (3).
Hay tres mecanismos principales a través de los cuales estos patógenos pueden volverse 
resistentes a un agente antimicrobiano (Figura 1.3). Estos incluyen la producción de 
enzimas inactivadores de antibióticos, la alteración de la diana del antimicrobiano 
y la disminución de la concentración de la droga en el interior de la célula mediante 
el control de la permeabilidad de membrana. El primer mecanismo está implicado 
frecuentemente en la resistencia de Enterobacter spp. a los antibióticos β-lactámicos y 
aminoglucósidos, mientras que los dos últimos están implicados en la resistencia a las 
quinolonas y trimetoprim-sulfametoxazol con mayor frecuencia (3).
Figura 1.3 Representación esquemática de los mecanismos de resistencia presentes en bacterias 
Gram-negativas. Figura modificada a partir de la referencia (34).
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1.1.3.1. Producción de enzimas inactivadores de antibióticos.
El principal mecanismo de resistencia a los antibióticos β-lactámicos consiste en la 
expresión de β-lactamasas. Los antibióticos β-lactámicos, entre los que destacan las 
penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas y monobactam, se caracterizan por poseer 
dos anillos fusionados (excepto el monobactam), los cuales les proporcionan su actividad 
biológica: el anillo β-lactámico y el anillo dihidrotiazínico. Su actividad bactericida se 
produce mediante la destrucción de la estructura de la pared celular del microorganismo. 
Las β-lactamasas son enzimas de carácter proteico, codificadas a través de la expresión 
de un gen cromosómico, aunque pueden estar codificadas en plásmidos o diseminarse 
a través de transposones. Pueden expresarse de manera inducible o constitutiva y son 
capaces de hidrolizar el anillo β-lactámico dejándolo inactivo. Probablemente estas 
enzimas se han desarrollado como variantes de las propias enzimas biosintéticas de la 
pared celular: las transpeptidasas, transglicosidasas y carboxipeptidasas, que se conocen 
como las proteínas fijadoras de penicilinas (PBPs), las cuales son objeto del ataque de 
los β-lactámicos. Las β-lactamasas se clasifican de diversas formas: por la secuencia de 
sus aminoácidos, por su espectro de actividad, su peso molecular, su especificidad de 
sustrato y por su origen cromosómico o plasmídico. En 1980 Ambler clasifica las enzimas 
en cuatro clases según su estructura molecular: A, B, C y D (35).
β-lactamasas de clase A.
Las β-lactamasas de clase A, junto con las de clase C y D son enzimas serina-dependientes 
ya que presentan una serina en el sitio activo necesaria para catalizar la hidrólisis 
antibiótica. En este proceso se cataliza un acil-intermediario uniéndose la serina del 
centro activo al anillo del antibiótico y haciéndolo así inactivo.
Las β-Lactamasas de Espectro Extendido (BLEEs) son enzimas diseminadas 
mayoritariamente vía plasmídica que hidrolizan los antibióticos β-lactámicos incluyendo 
los que contienen el grupo oxi-imino, como las cefalosporinas de tercera y cuarta 
generación, y el aztreonam. Respecto a la presencia de BLEEs, E. aerogenes portador 
de TEM-24, se ha diseminado en Francia, Italia, España, Bélgica y Portugal en forma de 
brotes epidémicos (36, 37). En un estudio realizado en Estados Unidos sobre Enterobacter 
aislados de hemocultivos, 15 de 45 aislamientos poseían una BLEE tipo SHV (SHV-2, -5, -7, 
-12, -14, -30), además de AmpC, no existiendo relación clonal entre las cepas (38). SHV-12 
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se ha encontrado en E. cloacae también en otros países como Taiwán (39). En un estudio 
de 12 años realizado en un hospital de nuestro país, CTXM-10 fue predominante en E. 
cloacae, y se encontraron cinco clones diferentes entre los diez aislamientos detectados 
(36). En Portugal, en un estudio de prevalencia de BLEEs en Enterobacterias de origen 
clínico, encontraron en E. cloacae las enzimas TEM-10 y SHV-12 y en E. aerogenes las 
enzimas TEM-24 y TEM-116 (40). En nuestro país, recientemente y de manera específica 
en nuestro hospital, se ha descrito un brote epidémico hospitalario causado por una 
cepa de E. cloacae productora de SFO-1, codificada en un plásmido; es la primera vez 
que se detecta esta enzima fuera de Japón (41).
β-lactamasas de clase B (metalo-β-lactamasas).
Las enzimas de este grupo se diferencian de las de los demás grupos por no ser enzimas 
serina-dependientes, requiriendo la presencia de iones metálicos (Zn+2) para la ruptura 
del anillo β-lactámico (42). Son quizás la clase menos frecuente en clínica, pero como 
ocurre con el resto de β-lactamasas, se aíslan cada vez con mayor frecuencia. Y, además, 
tienen una especial relevancia porque junto con las carbapenemasas de clase D tipo 
OXA y otras carbapenemasas de clase A, pueden conferir resistencia a los antibióticos 
carbapenémicos. La resistencia a carbapenémicos en aislamientos clínicos de E. cloacae 
es inusual. Se han descrito aislamientos clínicos de E. cloacae productores de metalo-
β-lactamasas en diferentes áreas geográficas (43-46), presentando una reducción en la 
sensibilidad a carbapenemas.
β-lactamasas de clase C.
En general las β-lactamasas de clase C son enzimas cefalosporinasas, con un perfil 
hidrolítico mayor sobre cefalosporinas que sobre penicilinas y, además, no son 
inhibidos por ácido clavulánico. La mayoría de las bacterias Gram-negativas portan en 
el cromosoma un gen ampC que expresan de manera inducible, y en algunas ocasiones 
de manera constitutiva. Estas enzimas fueron originariamente cromosómicas pero han 
saltado a plásmidos y se han ido diseminando entre diferentes especies por transmisión 
horizontal vía plasmídica, probablemente debido al uso de 7-α-metoxicefalosporinas y 
a la introducción en la práctica clínica de las combinaciones de β-lactámicos junto con 
inhibidores de β-lactamasas (47).
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Enterobacter es intrínsecamente resistente a ampicilina y cefalosporinas de primera y 
segunda generación como resultado de la expresión de la β-lactamasa cromosómica 
inducible ampC. Además, estas β-lactamasas de clase C, pueden conferir resistencia 
constitutiva a las oxiimino-cefalosporinas si son hiperproducidas como consecuencia 
de una desrepresión mutacional (48). En este sentido, también se ha demostrado 
que la hiperexpresión de la β-lactamasa cromosómica AmpC se puede producir como 
consecuencia de la inactivación de PBPs (49).
β-lactamasas de clase D.
De manera histórica, se han denominado a las β-lactamasas de clase D como oxacilinasas 
porque las primeras que se describieron hidrolizaban con mayor facilidad oxacilina que 
las penicilinas clásicas. A ello se debe la designación de OXA para las enzimas de clase D. 
Además hidrolizan amoxicilina, meticilina, cefaloridina y algunas con espectro extendido. 
Por el contrario, la actividad carbapenemasa parece ser una propiedad intrínseca de 
algunas oxacilinasas. Este tipo de β-lactamasas se encuentran principalmente en 
Pseudomonas y Acinetobacter, aunque se han identificado OXA-23 y OXA-48 en la familia 
Enterobacteriaceae (50, 51).
Como en otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, la resistencia a antibióticos 
aminoglucósidos de cepas pertenecientes al género Enterobacter es debida a la 
producción de una o más enzimas inactivadores de aminoglucósidos, como AAC (3)-II, 
AAC (3)-III, AAC (3)-I y AAC (3)-V (3).
1.1.3.2. Alteración de la diana del antimicrobiano.
Otro mecanismo de resistencia asociado a los β-lactámicos es la alteración de las 
proteínas PBPs. Estas proteínas se han denominado así por ser las dianas de las 
penicilinas, siendo indispensables para la formación e integridad de la pared. La unión de 
los antimicrobianos a las PBPs causa inhibición del crecimiento bacteriano, inhibición de 
la división celular y pérdida de la biosíntesis de muropéptidos de pared celular causando 
lisis celular (52). La resistencia a quinolonas de bacterias pertenecientes a la familia 
Enterobacteriaceae obedece, entre otros mecanismos, a la modificación por mutación 
de los genes de gyrA y gyrB que codifican las topoisomerasas II y IV, respectivamente, 
inhibiendo así la síntesis de ADN en la bacteria (4).
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La resistencia a rifampicina se presenta cuando cambios en la subunidad de la ARN 
polimerasa codificada por el gen rpoB alteran la unión del antibiótico a la misma, 
impidiendo así la acción del antibiótico. Este mecanismo de resistencia es común en 
Enterobacterias (4).
1.1.3.3. Control de la permeabilidad de membrana: expresión de porinas de membrana 
externa y bombas de expulsión.
En Enterobacteriaceae, la permeabilidad de membrana es un elemento clave en el 
nivel de sensibilidad a los antibióticos. Las bacterias Gram-negativas, como E. cloacae 
se encuentran rodeadas de la membrana externa, cuya principal función consiste en 
servir de barrera selectiva para la entrada y salida de sustancias. La membrana externa 
está formada por una bicapa lipídica con poca afinidad por sustratos hidrofílicos, como 
pueden ser los nutrientes. Por ello, necesitan la presencia de ciertas proteínas de 
membrana externa (OMPs) denominadas porinas, cuya función es la de permitir el paso 
de productos hacia el interior de la célula. La modificación de la envuelta bacteriana 
por reducción en la producción de porinas o incremento en la expresión de sistemas 
de expulsión está ampliamente estudiada en Enterobacteriaceae. Este fenómeno está 
asociado frecuentemente con otros mecanismos de resistencia dando lugar a fenotipos 
MDR en diferentes cepas bacterianas. En Enterobacter, y otros miembros de la familia 
Enterobacteriaceae, varios genes y factores externos están implicados en la emergencia de 
aislamientos con fenotipo MDR. Estos aislamientos muestran una reducción significativa 
de porinas funcionales, debido a la disminución, ausencia completa, o producción de la 
proteína alterada, o una hiperexpresión de sistemas de expulsión. La acción combinada 
de estos mecanismos durante la infección confiere una disminución significativa en la 
sensibilidad a antibióticos, garantizando la diseminación y colonización del paciente y 
favoreciendo la adquisición de mecanismos de resistencia adicionales. Mutaciones en 
diferentes genes reguladores están implicadas en el control de la permeabilidad de 
membrana al inducir la expresión de sistemas de expulsión y disminuir la expresión de 
porinas, participando activamente en la aparición de un fenotipo MDR (53).
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1.2. Bombas de expulsión.
Las bombas de expulsión son proteínas transportadoras implicadas en la extrusión de 
compuestos tóxicos (incluidas todas las clases de antibióticos clínicamente relevantes) 
del interior al exterior celular. Estas proteínas se encuentran tanto en bacterias Gram-
negativas como en Gram-positivas, así como en organismos eucariotas (54). Pueden ser 
específicas de sustrato o transportar un amplio rango de compuestos estructuralmente 
no relacionados. 
Las bombas de expulsión como mecanismo de resistencia fueron descritas por primera 
vez en 1980 (55, 56) donde se demostró la presencia de un plásmido portador de un gen 
que codifica una bomba de expulsión de tetraciclina. Se suponía que estos mecanismos 
de resistencia a antibióticos eran adquiridos probablemente mediante transferencia 
horizontal desde organismos productores de tetraciclina, por lo que se asemeja a los 
mecanismos de resistencia a antibióticos clásicos (57-59). Sin embargo, pronto se 
hizo evidente que los sistemas de expulsión no estaban exclusivamente codificados 
en plásmidos ni eran específicos para un determinado antibiótico (60, 61). Los genes 
que codifican estos elementos se encuentran en el cromosoma de otros procariotas y 
también en los cromosomas de arqueas y eucariotas (62-66). Por ejemplo, se estableció 
un papel relevante en la resistencia de las células tumorales a la quimioterapia para la 
P-glicoproteína, que previamente se había demostrado estar implicada en la resistencia 
a la colchicina (67, 68). Con los años, se ha demostrado en diferentes estudios la 
contribución de los sistemas de expulsión en la resistencia antibiótica en patógenos 
bacterianos relevantes (69).
Las bombas de expulsión difieren de los mecanismos de resistencia antibiótica clásicos 
en muchos aspectos. Como se mencionó anteriormente, la suposición general es que 
los genes de resistencia a antibióticos se habían originado en organismos productores 
de antibióticos (57, 70) y que estos genes se extendieron a otras bacterias a través 
de transferencia horizontal como resultado de la presión selectiva ejercida por el uso 
intensivo de antibióticos (59, 70-72). Por el contrario, ahora se sabe que la presencia 
de bombas de expulsión no se limita a los productores de los antibióticos. En el caso de 
las bacterias, la mayoría de los genes que codifican las bombas de expulsión multidroga 
analizados hasta el momento se encuentran en el cromosoma y presentan una disposición 
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y estructura conservada, y su expresión está estrictamente regulada (53).
Además, todas las cepas de una especie dada llevan los mismos genes conservados 
que codifican estos sistemas de expulsión en su cromosoma (73). La incidencia de 
estas bacterias no se limita a entornos con una carga alta de antibióticos. De hecho, los 
organismos con el mayor número de bombas se encuentran en el suelo o en asociación 
con las plantas (74), lo que sugiere que estos genes codificados cromosómicamente 
no fueron adquiridos recientemente por bacterias patógenas en respuesta a la terapia 
antibiótica, sino que se trata de elementos evolutivamente antiguos de gran importancia 
para la fisiología y el comportamiento ecológico de todos los seres vivos, incluyendo las 
bacterias.
Dada la relevancia clínica de los sistemas de expulsión, deben ser considerados a la hora de 
formular nuevas estrategias para tratar las infecciones provocadas por microorganismos 
multirresistentes, desarrollando nuevos agentes capaces de evadir estos sistemas o 
sintetizando nuevos fármacos que inhiban específicamente su función.
P á g i n a  | 3 0
Introducción
1.2.1. Clasificación de las bombas de expulsión.
La genómica ha revelado que existen muchos genes que codifican diferentes tipos 
de bombas de expulsión, entre los cuales existe un grupo en concreto implicado en 
multirresistencia (75). También hay evidencias de que el tamaño del genoma está 
relacionado con el número de genes 
que codifican bombas de expulsión, 
de tal manera que grandes genomas 
poseen un mayor número de genes 
implicados (63, 76). 
Las bombas de expulsión activa, sea 
cual sea su sustrato, se clasifican en 
diferentes familias que difieren en 
el modo de obtener energía para su 
actividad, en su organización, y en 
los sustratos que pueden eliminar 
(77). Hay cinco familias de bombas 
de expulsión activa asociadas con 
multirresistencia: ABC (ATP-binding 
cassette), MFS (major facilitator 
superfamily), MATE (multidrug and 
toxic-compound extrusion), SMR (small 
multidrug resistance) y RND (resistance 
nodulation division) (Figura 1.4). Un 
único organismo puede expresar 
bombas de expulsión de más de una 
familia y/o más de un tipo de bomba 
perteneciente a la misma familia (78).
 Transportadores ABC.
Los transportadores ABC están 
presentes en todas las células de 
todos los organismos y usan energía 
Figura 1.4 Representación esquemática de las 
diferentes familias de sistemas de expulsión 
activa (78).
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procedente de la unión y posterior hidrólisis de ATP para transportar el sustrato a través 
de la membrana (79). Por lo general, son específicos para un sustrato concreto, que 
puede ser iones inorgánicos, aminoácidos, azúcares, polipéptidos o cualquier otra clase 
de moléculas. Sin embargo, unos pocos transportadores ABC han desarrollado una 
amplia especificidad por moléculas de carácter hidrofóbico. 
Los transportadores multidroga pertenecientes a la familia ABC están implicados en 
resistencia antibiótica, en resistencia a fármacos en hongos y protozoos y en resistencia 
a herbicidas en plantas. 
La unidad mínima funcional de todos los transportadores ABC se compone de cuatro 
dominios (80); dos dominios citoplasmáticos de unión a nucleótidos (NBDs), que unen 
e hidrolizan ATP y dos dominios transmembrana (TMDs) que se componen cada uno 
de varias hélices α que atraviesan la membrana y forman una vía a través de la cual los 
sustratos cruzan la membrana. Estos cuatro dominios se pueden fusionar en polipéptidos 
de varias maneras. A diferencia de los transportadores RND, MFS y MATE, las bombas de 
expulsión ABC obtienen energía a partir de la hidrólisis de ATP. La unión de ATP induce 
la formación de un dímero cerrado con dos moléculas de ATP intercaladas en la interfaz 
del dímero, al producirse una rotación de cada NBD con respecto al otro. La hidrólisis 
del ATP devuelve el dímero a su conformación abierta. La unión de ATP por parte de los 
NBDs y la formación del dímero cerrado induce cambios conformacionales importantes 
en los TMDs (81, 82) que intervienen en la translocación del sustrato, en una reducción 
en la afinidad de unión a la droga (83-86) y en la reorientación del lugar de unión para 
que sea expuesto a la cara extracelular de la membrana y así las drogas puedan ser 
liberadas.
 Transportadores MFS.
Los transportadores MFS y los ABC son las dos familias de transportadores más grandes 
y más diversas desde el punto de vista funcional. Sin embargo, los transportadores MFS 
se diferencian de los ABC tanto en su secuencia y estructura como en la manera de 
obtener energía para realizar su función. Éstos obtienen la energía necesaria para el 
transporte del gradiente electroquímico de protones. 
En bacterias Gram-positivas clínicamente relevantes, las dos bombas de expulsión que 
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han sido estudiadas con más detalle pertenecen a la familia MFS: NorA de Staphylococcus 
aureus y PmrA de Streptococcus pneumoniae. 
La estructura de un transportador multidroga de esta superfamilia, EmrD de E. coli, se ha 
determinado a 3,5 Å de resolución (87). EmrD expulsa una gran variedad de moléculas 
citotóxicas de la célula y es homóloga a otros dos transportadores MFS que se han 
caracterizado bioquímicamente en detalle: LmrP de Lactococcus lactis y MdfA de E. 
coli. EmrD es una proteína compacta con doce hélices α que atraviesan la membrana 
organizadas en dos haces de seis, que forman una cavidad hidrofóbica en la bicapa 
lipídica. Las hélices α más internas se disponen formando una amplia cavidad, lo cual le 
otorga a EmrD una amplia especificidad de sustrato.
Transportadores MATE.
Las bombas de expulsión multidroga pertenecientes a la familia MATE han sido 
descritas en varias bacterias, como Vibrio parahaemolyticus (NorM), Vibrio cholerae 
(VcrM; VcmA), Bacteroides thetaiotaomicron (BexA), Haemophilus influenzae (HmrM), 
P. aeruginosa (PmpM), Clostridium difficile (CdeA), y S. aureus (MepA). Estas proteínas 
utilizan dos fuentes de energía para llevar a cabo el transporte. Además de utilizar 
el gradiente electroquímico de protones también usan un gradiente de sodio. Estos 
transportadores son capaces de reconocer y expulsar algunos compuestos que son 
sustratos de transportadores RND. Sin embargo, difieren en la organización estructural, 
pues los transportadores MATE están formados por una proteína y los RND son un 
complejo de tres proteínas (88).
Transportadores SMR.
Las proteínas SMR son una pequeña familia de transportadores restringidos a las células 
procariotas. Son también los transportadores multidroga más pequeños, con sólo cuatro 
hélices transmembrana y un dominio extramembrana, aunque, como funcionan como 
dímeros, se trata finalmente de un conjunto funcional de ocho hélices. El transportador 
SMR mejor estudiado es EmrE de E. coli, que puede conferir resistencia a una amplia 
variedad de moléculas catiónicas hidrofóbicas, incluyendo antibióticos (89). EmrE es, 
en esencia, un haz de ocho hélices transmembrana, que forma una vía a través de la 
membrana. Esta vía está cubierta principalmente por aminoácidos hidrofóbicos y 
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aromáticos de varias de las hélices α y es potencialmente accesible desde ambas caras 
de la membrana.
Transportadores RND.
Los transportadores RND están especialmente diseminados entre las bacterias Gram-
negativas y juegan un papel importante en la resistencia intrínseca de estas bacterias 
al catalizar la expulsión activa de muchos antibióticos y agentes terapéuticos. Poseen 
dominios periplasmáticos muy grandes y forman un complejo proteico junto con canales 
de membrana externa y proteínas periplasmáticas adaptadoras. La organización genética 
de los genes que codifican estas tres proteínas que forman el sistema de expulsión es 
similar en las diferentes especies. Por lo general, los genes están organizados en un 
operón. El gen regulador está situado adyacente al gen que codifica la proteína accesoria 
periplasmática, que está adyacente al gen que codifica la proteína transportadora, que 
se encuentra junto al gen que codifica la proteína de membrana externa. La proteína 
de fusión a membrana y la proteína transportadora normalmente son co-transcritas. 
En algunas especies, el gen que codifica la proteína de membrana externa no está co-
localizado con los otros dos genes, por ejemplo, acrAB y tolC, de E. coli (90), y mexXY y 
orpM, de P. aeruginosa (91).
La organización de este complejo permite a la bacteria expulsar la droga directamente 
del interior al exterior celular (92), lo que supone una gran ventaja para las células 
bacterianas, ya que una vez expulsada al espacio exterior, la droga debe atravesar 
la membrana externa, caracterizada por su baja permeabilidad, para volver a entrar 
en las células, a diferencia de las moléculas localizadas en el periplasma, que pueden 
difundir fácilmente a través de la membrana interna altamente permeable. Así, este 
sistema de expulsión genera resistencia antibiótica de manera muy efectiva trabajando 
sinérgicamente con la barrera que supone la membrana externa bacteriana (62, 93).
Las bacterias Gram-negativas son resistentes a la mayoría de antibióticos lipofílicos. Se 
pensaba que esta resistencia intrínseca era debida a la exclusión de las drogas por la 
barrera de membrana externa. De hecho, superar la barrera que supone la membrana 
externa hace sensibles a las células de E. coli a los antibióticos anteriormente mencionados 
(94). Sin embargo, la inactivación del principal transportador RND (AcrB) hace que las 
bacterias sean casi completamente sensibles a estos compuestos (95), inclusive con la 
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membrana externa intacta. Así, la resistencia intrínseca característica de las bacterias 
Gram-negativas se debe tanto a las bombas de expulsión pertenecientes a la familia 
RND como a la barrera que supone la membrana externa. 
1.2.2 Transportadores RND: AcrAB-TolC.
Dentro de los transportadores pertenecientes a la familia RND, la bomba de expulsión 
AcrAB-TolC de E. coli es una de las más estudiadas. Confiere resistencia a una amplia 
variedad de compuestos tóxicos, y su implicación en multirresistencia ha sido 
ampliamente demostrada dentro de la familia Enterobacteriaceae (96-104). Este sistema 
de expulsión está formado por tres proteínas: una proteína transportadora, AcrB, 
localizada en la membrana interna (citoplasmática) de la bacteria; una proteína accesoria 
(perteneciente a la familia MFP, proteínas de fusión a membrana), AcrA, localizada en 
el espacio periplasmático y una proteína de membrana externa (perteneciente a la 
familia OMF, factor de membrana externa), TolC, que está localizada en la membrana 
externa de la bacteria. Se piensa que la proteína transportadora AcrB, similar a AcrD 
(105), captura el sustrato bien desde la bicapa lipídica o bien desde el citoplasma y lo 
transporta al medio extracelular a través de TolC, que forma un canal en la membrana 
externa (106). La cooperación entre AcrB y TolC está mediada por la proteína accesoria 
periplasmática AcrA. 
En la familia Enterobacteriaceae, TolC, puede actuar como proteína canal de diferentes 
bombas de expulsión pertenecientes a la familia RND y puede también interactuar con 
transportadores MFS (por ejemplo EmrAB de E. coli) y ABC (por ejemplo MacAB de E. 
coli) (78).
1.2.2.1. Estructura de AcrAB-TolC.
Parte importante del conocimiento acerca de los sistemas de expulsión RND viene de 
la cristalografía. Murakami y colaboradores han resuelto la estructura de AcrB como 
un homotrímero (107) (Figura 1.5). Tres Monómeros idénticos de AcrB forman un 
complejo proteico en la membrana citoplasmática. Cada monómero tiene un dominio 
compuesto por 12 hélices transmembrana, y un gran dominio periplasmático plegado 
de una forma compleja para dar lugar al poro (109, 110). Los monómeros presentan 
tres conformaciones posibles y los cambios cíclicos de estas conformaciones son los 
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responsables del mecanismo de bombeo de 
AcrB (109-112). La inactivación de cualquier 
monómero suprime la actividad de todo 
el complejo, confirmando que la unidad 
funcional básica de AcrB es un trímero (113). 
Tres residuos aminoacídicos cargados (Asp407, 
Asp408 y Lys940) localizados en el dominio 
transmembrana y que están conservados en 
los transportadores RND y son esenciales para 
su función (107), probablemente intervengan 
en el movimiento de protones. 
El dominio periplasmático es parcialmente 
responsable de la especificidad de sustrato 
(114, 115). Estudios en los que este dominio 
de AcrB de E. coli era reemplazado por el de AcrD, mostraron cómo la especificidad de 
sustrato de la proteína quimérica cambiaba, parecía la de AcrD y no la de AcrB (116, 
117).
El sitio de unión a sustrato es rico en residuos aromáticos, especialmente fenilalanina, 
que interactúa con gran variedad de sustratos estructuralmente no relacionados (109, 
110). Se han usado técnicas de mutagénesis dirigida que han demostrado que la mutación 
de diferentes residuos de fenilalanina del sitio de unión tiene efectos diferentes en 
la sensibilidad a sustratos y que el residuo Phe610 tiene un impacto particularmente 
significativo y amplio sobre la sensibilidad (118). Por el contrario, una sustitución en el 
residuo 616 resultó ser particularmente relevante para la resistencia a  macrólidos (119) 
y una sustitución en la Ser715 tuvo un efecto específico sobre la resistencia a ácidos 
biliares (118). Algunos sustratos todavía son alojados en un sitio de unión mutado, 
mientras que otros más grandes, como los macrólidos, no son capaces de adaptarse a 
cambios provocados por una simple sustitución (118).
La proteína adaptadora AcrA muestra una forma muy alargada (Figura 1.7). Esta forma 
resulta de la unión de diferentes dominios: un dominio de hélices α en forma de horquilla 
alargada en la parte superior de otro dominio alargado, el lipoyl, que por lo general 
Figura 1.5. Estructura del trasnportador de 
membrana interna AcrB modificada a partir 
de la referencia (108).
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lleva unido ácido lipoico y un dominio barril β 
(120-122). La estructura del cuarto dominio 
situado en el extremo opuesto del la horquilla 
de hélices α, llamado dominio de membrana 
proximal (MP), se resolvió recientemente (123). 
Todos estos dominios separados crean una 
estructura flexible. Esta flexibilidad viene dada 
de la articulación entre el dominio lipoyl, la 
horquilla de hélices α y el dominio barril β.
La estructura de TolC (124) (Figura 1.6) muestra 
que es un trímero donde cada protómero tiene 
un dominio barril de 40 Å de longitud anclado a 
la membrana externa y un dominio de hélices 
α de 100 Å de longitud formado por doce cordones que se extienden profundamente 
dentro del periplasma formando un túnel.
Estas estructuras sugieren que la punta del dominio periplasmático de AcrB, o dominio 
de acoplamiento a TolC, interactúa con el final del túnel periplasmático de TolC. Se 
confirmó este contacto introduciendo residuos de cisteína en la parte superior de AcrB 
y en la inferior del canal TolC, observando la formación de enlaces disulfuro (125).
Con respecto a la interacción de AcrA y AcrB (Figura 1.7) se ha visto que la proteína 
adaptadora AcrA no puede ser reemplazada por otra de la misma condición, YhiU, 
después de analizar diferentes moléculas quimera de AcrA que contenían diferentes 
regiones de YhiU (126). De los 398 residuos de la secuencia de AcrA, los 290 primeros 
podrían ser sustituidos, sin embargo, cualquier sustitución de los residuos comprendidos 
dv   v vesde el 290 al 357 genera una proteína inactiva incapaz de formar parte del 
complejo con AcrB, sugiriendo que la porción C-terminal de la proteína adaptadora es 
importante para la interacción con la proteína transportadora.
Con respecto a la interacción entre AcrA y TolC, Koronakis y colaboradores (127) fueron 
capaces de llevar a cabo un análisis fino de la resolución por el entrecruzamiento de los 
residuos Cys de AcrA, introducidos por mutagénesis dirigida, con grupos amino en la 
superficie de TolC, estableciendo cómo un solo lado de la horquilla de hélices α en AcrA 
Figura 1.6. Estructura de la proteína de 
membrana externa TolC. Modificada a 
partir de la referencia (108).
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interactúa fuertemente con el surco intramolecular en el túnel helicoidal de TolC. 
1.2.2.2. Sustratos de bombas de expulsión.
La comparación de CMIs entre cepas salvajes y cepas defectivas en los genes acrA 
y acrB (ΔacrAB) (90, 92, 128) mostró que AcrB de E. coli puede reconocer un rango 
muy amplio de compuestos. Estos incluyen colorantes catiónicos como la acriflavina, 
cristal violeta, bromuro de etidio y rodamina 6G; antibióticos como las penicilinas, 
cefalosporinas, fluoroquinolonas, macrólidos, cloranfenicol, tetraciclinas, novobiocina, 
ácido fusídico, oxazolidinonas, y rifampicina; detergentes como el triton X-100, SDS 
(sodium dodecylsulfate), ácidos biliares e incluso simples solventes orgánicos como 
pentano o ciclohexano (129, 130). Es obvio que no existe una similitud desde el punto de 
vista estructural entre la mayoría de estos 
compuestos. Además los estados de carga 
de los ligandos son diversos, algunos son 
no iónicos, algunos son aniónicos, algunos 
catiónicos y otros contienen múltiples grupos 
ionizables (Figura 1.8). Sin embargo, estos 
sustratos poseen una característica común; 
son todos ellos relativamente lipofílicos (92). 
Figura 1.7. Interacción entre la proteína de fusión a membrana AcrA y el trasnportador de membrana 
interna AcrB (123).
Figura 1.8. Sustratos de la bomba de expulsión 
AcrAB-TolC (108).
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Esto apoya la hipótesis de que estos sustratos interactúan en primer lugar con la membrana 
de la bicapa lipídica (92), y son capturados ya sea desde el interior de la bicapa o desde 
la interfase bicapa-fase acuosa. Sin embargo, ahora que se conoce la estructura de AcrB, 
se pueden interpretar esas observaciones de un modo diferente, como el resultado de la 
interacción entre el sustrato y el interior hidrofóbico del sitio de unión a sustrato de AcrB.
La especificidad de sustrato extremadamente amplia que tienen este tipo de sistemas hace 
que las bacterias que carecen de ellos sean hipersensibles no sólo a diversos colorantes, 
detergentes y desinfectantes, sino a un amplio rango de antibióticos relevantes en la práctica 
clínica.
1.2.3. Regulación de la expresión de las bombas de expulsión: control de la expresión del 
operón acrAB.
En las bacterias Gram-negativas, las bombas de expulsión pertenecientes a la familia RND son 
especialmente eficaces generando resistencia a múltiples familias de antibióticos. El rango 
de sustratos para muchas bombas de expulsión multidroga se solapa y es curioso observar 
que las bacterias, con sus genomas económicamente organizados, son portadoras de un 
gran conjunto de genes que codifican bombas de expulsión (92). La clave para entender 
cómo las bacterias utilizan estos sistemas se encuentra en la regulación de su expresión (53).
Los datos disponibles actualmente indican que las bombas de expulsión multidroga se 
expresan a menudo bajo un control transcripcional preciso y elaborado (53).
Aunque ha habido muchos estudios sobre los mecanismos de regulación de las bombas 
de expulsión en mutantes obtenidos en el laboratorio, los mecanismos que dan lugar a un 
aumento de la expulsión de compuestos tóxicos en aislamientos clínicos se pueden clasificar 
en cuatro grupos: 1) mutaciones en el gen regulador a nivel local que reprime la expresión 
de la bomba de expulsión, 2) mutaciones en genes que codifican reguladores globales, 3) 
mutaciones en la región promotora de los genes que codifican las proteínas que forman 
parte de los sistemas de expulsión, y 4) inserción de elementos en la región upstream de los 
genes que codifican las proteínas transportadoras.
Como se mencionó anteriormente, el sistema de expulsión AcrAB-TolC es muy efectivo 
generando resistencia a una amplia variedad de sustratos específicos. La expresión del 
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operón acrAB está sujeta a diferentes niveles de regulación (Figura 1.9). Su expresión está 
modulada localmente por el represor AcrR (131) y, a un nivel más global, está regulada por 
las diferentes condiciones de estrés y por proteínas reguladoras como MarA, SoxS , RobA y 
RamA (130, 132-137).
acrA y acrB son co-transcritos bajo el control de AcrR. Este represor posee un dominio de 
unión a ADN HTH (helix-turn-helix) que lo sitúa dentro de la familia de represores TetR, junto 
con otros reguladores como MtrR de Neisseria gonorrhoeae, QacR de S. aureus y AcrS, una 
proteína que controla la expresión del sistema de expulsión AcrEF (138, 139), homóloga 
a AcrAB presente en E. coli. 
La función principal de AcrR es modular la expresión del operón acrAB para evitar la 
producción excesiva de la bomba de expulsión, mientras que otros reguladores globales 
son responsables principalmente de la inducción de la expresión de acrAB y tolC.
Mutaciones en acrR desreprimen la expresión de acrB (140), dando lugar a la 
hiperexpresión de la bomba de expulsión. Se han encontrado estas mutaciones en el gen 
acrR de aislamientos clínicos de E. coli, S. enterica serovar typhimurium y E. aerogenes 
(103, 141, 142). Webber y colaboradores (143) confirmaron que la sustitución de Cys 
por Arg45 en AcrR de E. coli daba lugar a una mayor expresión de AcrB, así como a las 
Figura 1.9. Representación esquemática de los mecanismos de regulación de bomba de expulsión 
AcrAB-TolC.
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bajas concentraciones acumuladas de ciprofloxacino en seis cepas de E. coli. La expresión 
de acrB también se ve afectada por el regulador de quorum-sensing SdiA (144).
La comparación de mutaciones en genes que codifican represores locales en diferentes 
cepas de bacterias Gram-negativas reveló que la mayoría de las sustituciones en la 
proteína tenían lugar en el motivo HTH implicado en la unión al ADN del gen estructural, 
como por ejemplo acrB. También se han observado deleciones que hacen que el represor 
sea inactivo.
Aunque AcrR reprime tanto su propia transcripción como la de acrAB, no está implicado 
en la inducción de la expresión de acrAB y acrR en respuesta a condiciones generales de 
estrés (53).
En E. coli, la transcripción de acrAB está controlada en un nivel más global de regulación 
por las proteínas homólogas MarA, SoxS y Rob, pertenecientes a la familia AraC/XylS 
de reguladores transcripcionales (145-147). Las proteínas incluidas dentro de esta 
familia activan muchos genes diferentes, algunos de ellos implicados en resistencia a 
antimicrobianos y resistencia a estrés oxidativo, control del metabolismo microbiano y 
patogénesis.
Según estudios hechos en E. coli, la expresión de cada uno de estos activadores está 
regulada de forma diferente.
El gen que codifica el activador transcripcional MarA forma parte del locus regulador mar 
que está formado por el operón marRAB y el gen marC (Figura 1.10), que se transcriben 
en dirección opuesta. La transcripción de marA está reprimida por la proteína MarR, 
codificada dentro del mismo operón. Tanto MarA como MarR se unen a marO (132), 
una región de ADN que separa las dos regiones transcripcionales y contiene un gran 
número de sitios de unión para proteínas reguladoras dentro y alrededor del promotor 
de marRAB.
MarA activa su propia transcripción y la de un conjunto grande de promotores (entre los 
que se encuentra el promotor de acrAB) mediante la unión a una secuencia de ADN de 
20 pb conocida como marbox que está localizada en la región promotora de los genes 
objeto de regulación. La secuencia consenso de marbox es degenerada y asimétrica 
(AYnGCACnnWnnRYYAAAY) (135, 148). Sin embargo, para permitir su activación, las 
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cajas marbox tienen que estar configuradas en una orientación específica y a una 
distancia relativa de las cajas promotoras -35 y -10.
MarR juega un papel crucial en el control de la concentración intracelular del activador 
MarA. Aunque MarR reconoce secuencias distintas a las que se une MarA en la región 
marO, existe un cierto grado de competitividad entre ellas (149). 
Se ha visto que la inducción de la expresión del gen marA se debe a la desrepresión 
de éste por parte de MarR. Compuestos como el salicilato se unen al represor MarR 
interfiriendo en la unión de éste a la región marO, lo cual hace que la actividad 
represora de MarR sea interrumpida (53).
SoxS, efector del regulón global de respuesta a estrés oxidativo soxRS, y Rob, son 
proteínas homólogas a MarA. Estos activadores transcripcionales además de inducir 
la expresión de marRAB, son capaces de activar directamente el mismo conjunto de 
promotores que MarA. Por eso, no es sorprendente que la mayoría de residuos del 
dominio de unión a ADN de MarA identificados como importantes para la interacción 
con el ADN estén muy conservados en las proteínas SoxS y Rob (150). 
La expresión de soxS es activada 
por la forma oxidada de SoxR, 
generada después de la exposición a 
superóxidos (151). SoxR es un activador 
transcripcional local que forma parte 
del operón soxRS (Figura 1.11) y se 
transcribe en dirección opuesta a soxS. 
Figura 1.10. Representación esquemática del operón marRAB.
Figura 1.11. Representación esquemática del operón 
soxRS.
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Rob, por otra parte, es una proteína que se expresa constitutivamente, que tiene un 
efecto modesto en el nivel de expresión de marRAB, a pesar de ser expresado a un nivel 
relativamente alto y de ser capaz de inducir la expresión de acrAB en cepas defectivas 
en el regulón mar (152, 153). Sin embargo, a diferencia de SoxS y MarA, Rob tiene un 
dominio C-terminal adicional que está implicado en la unión de moléculas efectoras 
capaces de alterar la actividad de Rob (154).
En E. coli y otras especies de la familia Enterobacteriaceae, ciertas proteínas de 
membrana externa (porinas) están sujetas a regulación por parte de estos activadores 
transcripcionales. Cuando cada unos de estos activadores se hiperexpresa, se produce 
un ARN antisentido, micF (155), que reprime la síntesis de la proteína de membrana 
externa OmpF, evitando la entrada de algunos agentes antimicrobianos (156). Por lo 
tanto, la hiperexpresión de estos activadores transcripcionales incrementa la expulsión 
de compuestos tóxicos (incluyendo antibióticos clínicamente relevantes) y reduce la 
permeabilidad de membrana.
La hiperexpresión de manera constitutiva de soxRS en aislamientos clínicos de S. 
enterica (157) incrementa la resistencia a quinolonas debido a mutaciones puntuales en 
soxR que conducen a la generación de manera constitutiva de la forma activa de SoxR, 
dando lugar a una elevada expresión de los genes reguladores mar y sox. También se 
han descrito en E. coli mutaciones en genes reguladores, incluyendo soxR y marR (142, 
158-160).
La hiperexpresión de Rob en E. coli está implicada tanto en el aumento de la tolerancia 
de la bacteria a solventes orgánicos como en la resistencia de bajo nivel a diferentes 
agentes antimicrobianos, debido al incremento de la expresión del sistema AcrAB-TolC 
(130).
En aislamientos de Klebsiella, Salmonella, Enterobacter y Citrobacter se ha identificado 
un nuevo activador que no actúa en E. coli llamado RamA (161).
RamA también pertenece a la familia AraC/XylS y está estrechamente relacionado 
con las proteínas MarA y SoxS (137). Al igual que MarA, un aumento en la expresión 
de ramA, está ligado a un aumento de la expresión de la bomba de expulsión AcrAB-
TolC, lo cual confiere resistencia a diferentes clases de antibióticos (162, 163). Este 
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fenotipo multirresistente está mediado únicamente a través del operón acrAB, pues la 
hiperexpresión de ramA en cepas defectivas en acrAB no produce el mismo fenotipo 
(163).
La expresión de ramA está controlada a nivel transcripcional. Estudios realizados en 
K. pneumoniae (164) y S. enterica serovar typhimurium (165) han identificado un gen 
regulador tipo tetR llamado ramR en la región upstream de ramA que actúa como su 
regulador. Se ha visto que ciertas mutaciones en el gen ramR de estas cepas están 
directamente ligadas a la hiperexpresión de ramA. Los análisis bioinformáticos realizados 
en ambas cepas sugieren que RamR se une a una secuencia palindrómica que está o 
superpuesta o downstream de la secuencia de la caja -10 del gen ramR (164, 165). En 
K. pneumoniae y especies de Enterobacter, la organización genómica del locus ramR-
ramA (Figura 1.12) está conservada comparada con Salmonella, aunque estas bacterias 
también llevan el gen romA (161). 
Ciertas mutaciones en 
ramR, que dan lugar 
a una proteína no 
funcional, producen 
la activación de ramA. 
Sin embargo, todavía 
no se conoce el efecto 
que tiene la pérdida de 
función de RamR sobre los genes circundantes dentro del locus, como por ejemplo sobre 
romA. La hiperexpresión de ramA se ha asociado a multirresistencia en aislamientos 
de S. enterica serovar typhimurium, E. aerogenes y K. pneumoniae (137, 163, 166, 
167).
En conjunto, la activación de la expresión de acrAB y tolC por varios reguladores 
globales en respuesta a una amplia gama de condiciones de estrés sugieren que la 
función fisiológica primaria del complejo AcrAB-TolC es la exportación de una amplia 
variedad de compuestos tóxicos relacionados con el estrés y la muerte bacteriana, 
haciendo que la bacteria pueda adaptarse a una gran variedad de condiciones 
ambientales.
Figura 1.12. Representación esquemática del operón ramRA.
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1.2.4. Bombas de expulsión y desarrollo de resistencia a antibióticos.
Casi todos los compuestos antimicrobianos, tanto sintéticos como naturales, que 
han sido empleados para tratar las infecciones bacterianas son sustratos de una o 
varias bombas de expulsión. La inmensa mayoría de los genes que codifican bombas 
de expulsión requieren altos niveles de expresión para que ocurra una expulsión 
significativa de antimicrobianos clínicamente relevantes.
Para algunos antibióticos usados en clínica, el impacto clínico de la hiperexpresión 
de bombas de expulsión consiste en que confiere multirresistencia y por ello 
posibilidades de fracaso clínico. Sin embargo, también hay evidencias que sugieren 
que el incremento de la expresión de sistemas de expulsión puede ser el primer 
paso para la emergencia de bacterias resistentes a antimicrobianos clínicamente 
relevantes. Se ha visto que la reserpina (un inhibidor de bombas de expulsión 
multidroga) suprime la emergencia in vitro de S. aureus resistentes a norfloxacino 
(168) y S. pneumoniae resistente a ciprofloxacino (169, 170). 
Lomovskaya y colaboradores (171) también observaron que el inhibidor de 
bombas de expulsión MC-207-110 suprime la emergencia de P. aeruginosa 
resistente a levofloxacino. Se propuso que la inhibición de la expulsión origina 
altas concentraciones intracelulares teniendo un impacto en la concentración 
preventiva de mutantes (CPM), de tal manera que para S. aureus los valores de CMI 
proporcionada por mutaciones en el gen que codifica la topoisomerasa (proteína 
diana del antibiótico) son demasiado bajos para permitir la supervivencia (168).
Desde otro punto de vista, al incrementar la expulsión de antimicrobianos, la 
concentración intracelular de los mismos se reduce, de tal manera que la bacteria 
puede sobrevivir más tiempo que el estimado a partir de la CMI de ese organismo. 
Durante este tiempo y dentro de esta población de bacterias, podrían darse mutaciones 
espontáneas en genes que codifican proteínas diana, como por ejemplo gyrA en E. 
coli. Una prueba que apoya esta hipótesis consiste en que la supresión de acrAB en 
E. coli con dos mutaciones en gyrA provoca que la bacteria se muestre hipersensible 
a las fluoroquinolonas, lo que sugiere que la bomba de expulsión AcrAB funcional 
es esencial para la resistencia. Baucheron y colaboradores (172) inactivaron el gen 
acrB en S. enterica serovar typhimurium DT204 (que también contiene mutaciones 
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en los genes que codifican la topoisomerasa), dando lugar a bajas CMIs, algunas de 
las cuales estaban por debajo del punto de corte recomendado para estos agentes y 
estas especies. Además, ciertas cepas de S. enterica serovar typhimurium defectivas 
en tolC no dan lugar a mutantes resistentes a ciprofloxacino in vitro (173).
Estos datos indican que el sistema de expulsión AcrAB-TolC de E. coli y S. 
enterica serovar typhimurium son importantes para el desarrollo de resistencia a 
fluoroquinolonas y otros agentes.
Por otra parte, la exposición a biocidas (como los desinfectantes, muy usados en el 
ambiente hospitalario) puede afectar a la población bacteriana, seleccionando cepas 
hiperproductoras de bombas de expulsión y, por consiguiente, resistentes a varias 
familias de antibióticos. Además, como ya ha sido mencionado anteriormente, este 
tipo de compuestos son capaces de inducir la expresión de los sistemas de expulsión 
por medio de la activación de reguladores globales, por lo que es importante 
sopesar los riesgos de la selección de bacterias resistentes a antibióticos por el uso 
de biocidas correctamente.
1.2.5. Bombas de expulsión y virulencia bacteriana.
Además del papel establecido en la resistencia antimicrobiana, se ha visto que las 
bombas de expulsión están implicadas en la patogenicidad bacteriana, a través de la 
colonización y supervivencia de la bacteria en el huésped. Algunas bombas de expulsión 
exportan no sólo antibióticos y otras sustancias como detergentes y colorantes, sino 
que también son capaces de reconocer y expulsar agentes antimicrobianos derivados 
del hospedador. Esto sugiere que el papel fisiológico de estos sistemas de expulsión es 
la evasión de estas moléculas naturales para permitir a la bacteria sobrevivir en su nicho 
ecológico. 
El primer paso de la infección microbiana es la colonización por parte del patógeno 
de un portal de entrada como puede ser la piel o las superficies mucosas del cuerpo 
humano. La colonización de superficies mucosas puede ser inhibida por compuestos 
producidos por el hospedador como son las sales biliares, ácidos grasos de cadena larga 
y péptidos antimicrobianos (Figura 1.13) (175-177).
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Las bacterias necesitan mecanismos para evitar el efecto de estas moléculas con el objetivo 
de colonizar el tejido y causar infección, y son las bombas de expulsión las encargadas 
de realizar esta tarea. También es 
posible que, en algunas especies, 
las bombas de expulsión exporten 
determinantes de virulencia como 
adhesinas, toxinas u otras proteínas 
que son importantes para la 
colonización e infección de células 
animales y humanas. Este papel en 
patogenicidad ha sido descrito en 
bombas de expulsión de la familia 
RND y MATE (78).
Varios estudios han demostrado 
que la inactivación de esas bombas de expulsión en bacterias Gram-negativas tiene un 
efecto deletéreo en la capacidad de la bacteria para ser patogénica en modelos animales. 
Lacroix y colaboradores (178) han observado que la inactivación de acrAB impide la 
colonización intestinal por parte de Salmonella typhimurium en un modelo murino. Se 
observaron los mismos resultados en Francisella turalensis (179).
La bomba de expulsión CmeABC de Campylobacter jejuni confiere resistencia a sales 
biliares, ácidos grasos y detergentes, entre otros compuestos, y su actividad es necesaria 
para colonizar con éxito el tracto intestinal de pollo (180). La inhibición de la función de 
esta bomba podría controlar la resistencia a antibióticos así como prevenir la colonización 
del hospedador por parte de C. jejuni.
Como se menciona anteriormente, los ácidos grasos de cadena larga también pueden 
prevenir la colonización del hospedador por parte de la bacteria. En algunos casos la 
misma bomba de expulsión está implicada en resistencia a sales biliares y ácidos grasos. 
Por ejemplo AcrAB de E. coli protege a la bacteria del efecto del decanoato que se 
encuentra en las superficies mucosas (128).
Muchas cepas de N. gonorrhoeae aisladas de hombres con infecciones rectales son 
Figura 1.13. Papel que ejercen las bombas de expulsión en 
ambientes clínicos y no clínicos. Figura modificada a partir 
de la referencia (174).
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resistentes a ácidos grasos, siendo esta resistencia mediada por bombas de expulsión 
(181). En el mismo sentido, Jerse y colaboradores (182) mostraron que la bomba de 
expulsión MtrCDE de N. gonorrhoeae es importante para la infección del tracto genito-
urinario en ratones hembra.
En Yersinia enterocolitica, el sistema de expulsión RosAB interviene en la resistencia 
frente a péptidos antimicrobianos (183). La inducción de la expresión de rosAB en 
presencia de péptidos antimicrobianos a 37˚C permite a Y. enterocolitica, un patógeno 
importante con un hábitat ambiental, tolerar esos compuestos durante la colonización 
del hospedador. 
A parte de su papel en la resistencia a compuestos antimicrobianos presentes en las 
superficies mucosas, las bombas de expulsión pueden tener también una implicación 
directa en la virulencia bacteriana. Las bacterias usan muchos mecanismos para 
establecer una infección en el hospedador y evitar sus defensas, incluyendo la producción 
de toxinas formadoras de poro y enzimas de degradación. Por ejemplo, la proteína de 
membrana externa TolC es esencial para la secreción de hemolisina (184), y colicina V 
(185), de la misma manera la secreción de la toxina RTX requiere la función de TolC en 
Vibrio cholerae (186, 187).
Hirakata y colaboradores (188) examinaron la capacidad de P. aeruginosa para invadir 
células epiteliales MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Observaron que las cepas 
defectivas en MexAB-OprM mostraban una reducción en la capacidad de invadir esas 
células. Asimismo, vieron que los niveles de invasión eran restaurados cuando los 
cultivos celulares infectados con las cepas defectivas en la bomba de expulsión eran 
complementados con el sobrenadante de cultivos celulares infectados con cepas 
salvajes (portadoras de la bomba de expulsión MexAB-OprM). Este hecho llevó a los 
autores a concluir que este sistema de expulsión media la liberación de factores de 
virulencia esenciales para la patogénesis. Esta hipótesis también fue apoyada por los 
resultados obtenidos en un modelo experimental de neumonía en rata, donde incluso 
en ausencia de tratamiento antibiótico, se identificaron aislamientos de P. aeruginosa 
que hiperexpresaban la bomba de expulsión Mex (189).
La virulencia es un fenómeno complejo que requiere la expresión coordinada de 
diferentes genes (190), por lo que el proceso de colonización y/o infección de un 
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microorganismo hacia un huésped va a requerir posiblemente y en muchos casos, una 
respuesta compleja y una expresión coordinada con sistemas de transporte concomitante 
a factores de patogenicidad y/o virulencia. Si las bombas de expulsión multidroga están 
implicadas en este fenómeno, cabría esperar, al menos en algunos casos, la existencia 
de una regulación cruzada con factores de virulencia establecidos. De hecho, esto se ha 
demostrado para algunos sistemas. El activador transcripcional de E. coli MarA regula 
la expresión de un conjunto de genes (aproximadamente 60) (191). Entre esos genes se 
encuentra acrAB así como genes implicados en estrés oxidativo (por ejemplo, zwf, frp y 
sodA) y en el metabolismo del hierro (por ejemplo, hemB, fumC, fecA y acnA), los cuales 
tienen un posible papel en la supervivencia en el hospedador.
2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
El presente estudio tiene un enorme potencial desde el punto de vista clínico y 
traslacional ya que pretende aplicar el conocimiento básico acerca del funcionamiento 
de las bombas de expulsión como mecanismo de resistencia a los antimicrobianos y a la 
mejora de la práctica clínica diaria.
La mayoría de los antibióticos comercializados en los últimos años son inefectivos 
contra bacterias Gram-negativas a causa de la acción de este tipo de transportadores, 
favoreciendo la emergencia de cepas multirresistentes causantes de infecciones 
nosocomiales, lo que supone actualmente un serio problema en medicina al estar 
limitadas las opciones terapéuticas.
Los sistemas de expulsión como AcrAB-TolC confieren resistencia natural a sustancias 
producidas por el hospedador y se ha demostrado que juegan un papel importante en la 
colonización y persistencia de la bacteria en el huésped.
Así, en el presente trabajo se planteó el desarrollo de los siguientes objetivos:
1. Identificar y caracterizar desde un punto de vista genético y microbiológico la 
bomba de expulsión AcrAB-TolC de Enterobacter cloacae. Así como determinar la 
implicación de este tipo de sistema de expulsión en la resistencia a antimicrobianos 
en esta especie.
2. Evaluar la implicación de AcrAB-TolC en la fitness, tanto in vitro como in vivo, y 
en la virulencia de E. cloacae en un modelo de infección experimental de ratón.
3. Abordar, mediante análisis genético, la búsqueda de posibles reguladores de 
AcrAB-TolC de E. cloacae, lo que nos permitirá ahondar en el conocimiento de las 
bases moleculares de la resistencia antibiótica.
4. Entender el papel que los sistemas de expulsión antibiótica tienen en la adaptación 
bacteriana a un medio hospitalario y como esto puede contribuir al desarrollo de 
un fenotipo multirresistente.

3. CAPÍTULOS
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3.1. Capítulo I: Caracterización de la bomba de expulsión AcrAB-TolC de Enterobacter 
cloacae y análisis de su implicación en la resistencia a antibióticos en un aislamiento 
clínico.
Enterobacter cloacae es un patógeno clínico emergente responsable de diferentes 
infecciones nosocomiales. A menudo, el tratamiento de estas infecciones es complicado 
debido al alto porcentaje de cepas resistentes a desinfectantes y otros agentes 
antimicrobianos presentes en el ambiente hospitalario. El fenómeno de multirresistencia 
está frecuentemente asociado con la hiperexpresión de transportadores que reconocen 
y expulsan eficazmente al exterior de la célula un amplio rango de compuestos 
estructuralmente no relacionados. De entre todos los transportadores descritos, las 
bombas de expulsión pertenecientes a la familia RND (resistance-nodulation-division) 
son las más relevantes desde el punto de vista clínico. Estos sistemas son capaces de 
reconocer un amplio rango de compuestos tóxicos, incluyendo los antibióticos (192).
Un ejemplo bien estudiado es el sistema de expulsión multidroga AcrAB-TolC de 
Escherichia coli, el cuál confiere resistencia a una amplia variedad de compuestos, 
incluyendo detergentes, colorantes y agentes antimicrobianos como bromuro de etidio, 
cristal violeta, ácidos biliares, tetraciclina, cloranfenicol, fluoroquinolonas, β-lactámicos, 
eritromicina y ácido fusídico (193, 194). 
El objetivo del presente estudio fue caracterizar los genes que codifican la bomba de 
expulsión AcrAB-TolC de E. cloacae, y determinar la implicación de este sistema de 
expulsión en el fenotipo multirresistente de una cepa clínica, EcDC64, aislada de un 
exudado de herida de un paciente ingresado en la unidad de cuidados intensivos del 
C.H.U. A Coruña. El aislamiento bacteriano se identificó mediante MicroScan (Dade 
Behring, Barcelona) y se confirmó por API 20E (BioMérieux, Marcy l’Etoile, Francia). Al 
realizar el análisis de sensibilidad a diferentes agentes antimicrobianos se observó que 
la cepa clínica EcDC64 presentaba un amplio perfil de resistencia a varios compuestos 
tóxicos incluyendo detergentes, colorantes y antibióticos. Mostró un alto grado de 
resistencia a varias familias de antibióticos como son los β-lactámicos (incluidos 
imipenem y meropenem), macrólidos, clindamicina, tetraciclina, rifampicina, ácido 
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fusídico o linezolid, además de una sensibilidad reducida a otras familias de antibióticos 
como las fluoroquinolonas y aminoglucósidos.
Para analizar la contribución de la bomba de expulsión AcrAB-TolC a este fenotipo 
multirresistente se clonaron y secuenciaron los genes que codifican este sistema. El análisis 
de la secuencia de acrR, acrA, acrB y tolC mostró que estos genes codificaban proteínas 
que presentaban un alto grado de identidad (79,8 %, 84 %, 88 % y 82 %, respectivamente) 
con sus homólogas de E. aerogenes. Se analizó además, mediante RT-PCR a tiempo real, 
el nivel de expresión del gen acrA, componente de la bomba de expulsión, así como de 
los genes que codifican las porinas OmpC y OmpF. El resultado de este análisis determinó 
que la cepa clínica objeto de estudio presentaba una hiperexpresión de la bomba de 
expulsión AcrAB-TolC, así como una permeabilidad reducida.
Finalmente, el papel de AcrAB-TolC en el incremento de resistencia de E. cloacae EcDC64 
a varias familias de antibióticos se demostró mediante diferentes aproximaciones. Se 
determinó la CMI a los diferentes agentes antimicrobianos en presencia del inhibidor 
PAβN (20 µg/mL), revelando un incremento de sensibilidad a la mayoría de compuestos 
analizados, lo cual muestra la existencia de una expulsión activa en EcDC64. Por 
otra parte, se inactivó el sistema de expulsión al interrumpir el gen acrA con un gen 
de resistencia a kanamicina. El análisis de esta cepa mutante mostró un perfil de 
sensibilidad similar al de la cepa salvaje en presencia de PAβN, aunque se observaron 
algunas excepciones que ponen de manifiesto la actividad de sistemas de expulsión 
adicionales en E. cloacae EcDC64. Y, por último, AcrAB-TolC fue reprimida mediante la 
hiperexpresión del gen acrR en la cepa salvaje EcDC64, obteniendo como resultado un 
patrón de resistencia similar al resultante de la inhibición de la bomba de expulsión 
mediante las aproximaciones anteriormente mencionadas. Sin embargo, el efecto fue 
menor que en los casos anteriores, lo que sugiere que el represor AcrR es un modulador 
secundario de la transcripción de acrAB (131).
Ver anexo 7.1.
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3.2. Capítulo II: Implicación de la bomba de expulsión AcrAB-TolC en la resistencia, en 
la fitness y la virulencia de Enterobacter cloacae.
Las bombas de expulsión multidroga, como AcrAB-TolC, han emergido como mecanismos 
de resistencia clínicamente relevantes en bacterias patógenas. Estos sistemas confieren 
resistencia innata a un amplio rango de compuestos tóxicos, como antibióticos, 
colorantes, detergentes y desinfectantes, en miembros de la familia Enterobacteriaceae 
(78, 192) y pueden estar asociados con multirresistencia.
Para causar infección, las bacterias patógenas necesitan mecanismos para evitar el 
efecto de compuestos producidos por el huésped, tales como sales biliares, ácidos 
grasos de cadena larga y péptidos antimicrobianos (78, 174). Las bombas de expulsión 
son las responsables de expulsar estos compuestos por lo que están implicadas en la 
patogénesis bacteriana. Aunque Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes son las 
especies de Enterobacter que causan infecciones nosocomiales con mayor frecuencia, 
poco se conoce acerca de su potencial patogénico. En el presente capítulo se ha 
evaluado el efecto de la inactivación de AcrAB-TolC sobre la resistencia a antibióticos, la 
fitness, tanto in vitro como in vivo, y la virulencia de E. cloacae empleando un modelo 
de infección experimental. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron dos cepas clínicas 
de E. cloacae, EcDC64, que mostró un fenotipo multirresistente y la hiperexpresión de 
la bomba de expulsión AcrAB-TolC, y Jc194, que mostró una mayor sensibilidad a los 
antimicrobianos respecto a EcDC64 y un nivel basal de expresión de AcrAB-TolC.
Se inactivaron los genes acrA y tolC de ambos aislamientos clínicos para obtener los 
mutantes EcΔacrA y EcΔtolC, y JcΔacrA y JcΔtolC, respectivamente. El análisis de la 
sensibilidad a antibióticos de estos derivados isogénicos en comparación con las 
correspondientes estirpes salvajes reveló que la pérdida de cada uno de los componentes 
estructurales de la bomba de expulsión AcrAB-TolC modificaba el perfil de resistencia. Tal 
como se ha descrito previamente, la inactivación del gen acrA en la cepa multirresistente 
EcDC64 produjo un incremento en la sensibilidad a los antibióticos respecto a la cepa 
salvaje. Además se ha analizado el papel de AcrA en la cepa Jc194, siendo las CMIs de 
ambas cepas defectivas en el gen acrA similares. Por otro lado, tal como ocurre con 
acrA, la interrupción del gen tolC incrementó la sensibilidad de ambas cepas clínicas a 
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diferentes familias de antibióticos, aunque en este caso el aumento de sensibilidad fue 
más moderado, lo cual puso de manifiesto la diferente función de AcrA y TolC como 
partes integrantes del mismo sistema de expulsión.
Para evaluar la implicación de AcrAB-TolC en la fitness de E. cloacae se realizaron 
experimentos de competición, tanto in vitro como in vivo, así como curvas de crecimiento 
con las dos cepas clínicas y sus derivados knock-out. Al analizar las curvas de crecimiento 
se observó que ninguna de las cepas knock-out de EcDC64 mostró diferencias significativas 
en cuanto a la tasa de crecimiento, en comparación con la cepa salvaje. Sin embargo, la 
cepa mutante Jc194 defectiva en acrA mostró una tasa de crecimiento menor durante 
las dos primeras horas de cultivo en comparación con la cepa salvaje y la cepa mutante 
defectiva en tolC. Después de las 12 horas de cultivo, la densidad óptica de la cepa Jc194 
y la de sus derivados mutantes fue prácticamente la misma. El índice de competición 
(IC) definido como el ratio cepa mutante/cepa salvaje, reveló que ambos genes acrA 
y tolC juegan un papel importante en la fitness de E. cloacae, ya que ésta se redujo 
claramente en las cepas mutantes. El valor medio de los IC obtenidos in vitro e in vivo 
fueron respectivamente, 0,42 y 0,3 para EcΔacrA/EcDC64, 0,24 y 0,38 para EcΔtolC/
EcDC64, 0,15 y 0,11 para JcΔacrA/Jc194 y 0,38 y 0,39 para JcΔtolC/Jc194. De acuerdo con 
estos datos se realizaron ensayos de virulencia para evaluar la capacidad de las cepas 
mutantes de causar una infección sistémica en un modelo murino experimental. Los 
resultados obtenidos mostraron las diferencias existentes entre las cepas mutantes y 
salvajes, ya que la carga bacteriana presente en los ratones infectados con las cepas 
mutantes resultó ser menor que en aquellos infectados con las cepas salvajes, siendo la 
atenuación in vivo observada en las cepas defectivas en acrA más dramática que aquella 
observada en las cepas defectivas en tolC. 
Ver anexo 7.2.
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3.3. Capítulo III: Efecto de los activadores transcripcionales SoxS, RobA y RamA en la 
expresión de la bomba de expulsión multidroga AcrAB-TolC en Enterobacter cloacae.
Enterobacter cloacae es un importante patógeno nosocomial responsable de varias 
infecciones, incluyendo sepsis, infecciones del tracto respiratorio, del tracto urinario, 
de heridas y meningitis entre otras. Ciertas cepas multirresistentes han causado brotes 
hospitalarios en unidades de cuidados intensivos causando un grado de mortalidad y 
morbilidad importante. Además, en numerosas ocasiones el tratamiento de la infección 
resulta extremadamente complicado a causa de la resistencia de estas bacterias a 
múltiples antibióticos (3).
El control de la permeabilidad de membrana es un paso clave para regular la 
concentración intracelular de antibióticos. Son las bombas de expulsión junto con las 
porinas los componentes de membrana que realizan principalmente esta función. Los 
sistemas de expulsión confieren una resistencia innata a un amplio rango de compuestos 
en miembros de la familia Enterobacteriaceae, y en concreto, AcrAB-TolC está implicada 
en la resistencia de E. cloacae a diferentes agentes antimicrobianos, tal y como se ha 
descrito en el capítulo I de este trabajo. Sin embargo, hasta la fecha se desconocía el 
mecanismo de regulación de este sistema en E. cloacae. En Escherichia coli, la expresión 
de porinas y bombas de expulsión está controlada por varios reguladores globales, los 
cuales respectivamente, reducen o incrementan la transcripción de genes específicos 
tales como acrAB y tolC. La transcripción de acrAB se activa por la acción de proteínas 
reguladoras como MarA, SoxS y Rob en respuesta a diferentes condiciones de estrés. El 
objetivo de este capítulo consistió en determinar si estos reguladores globales también 
controlan la expresión de acrAB en E. cloacae. Para ello, se utilizaron dos aislamientos 
de E. cloacae, EcDC64, que hiperexpresa la bomba de expulsión AcrAB-TolC, y Jc194, que 
muestra un nivel de expresión basal de esta bomba de expulsión.
Se determinó el perfil de resistencia de ambas cepas a varias familias de antibióticos 
tales como macrólidos, tetraciclinas o quinolonas, en presencia y ausencia de diferentes 
compuestos tóxicos incluyendo salicilato, decanoato, paraquat y tetraciclina. Se evaluó 
por lo tanto el efecto de estas condiciones de estrés en el perfil de resistencia de E. 
cloacae. Los resultados obtenidos revelaron un incremento significativo en la resistencia 
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de estas cepas a los antibióticos en respuesta a los diferentes compuestos tóxicos.
A la vista de los resultados obtenidos se analizó el nivel de expresión de acrAB bajo las 
diferentes condiciones de estrés con el objetivo de investigar el papel de la bomba de 
expulsión AcrAB-TolC en el incremento en la resistencia observado en E. cloacae. Los 
resultados obtenidos revelaron que todos los estímulos analizados inducen la expresión 
de acrAB, indicando que la bomba de expulsión se activa en presencia de salicilato, 
decanoato, paraquat y tetraciclina.
Posteriormente se evaluó el papel de los reguladores SoxS, RobA y RamA en la regulación 
de AcrAB-TolC en respuesta a los diferentes estímulos. Para ello, se aislaron los genes 
soxS, robA y ramA de EcDC64 los cuales mostraron un alto grado de identidad con 
sus homólogos de otros miembros de la familia Enterobacteriaceae. El análisis de la 
expresión de estos genes en la cepa clínica Jc194 sujeta a las condiciones de estrés 
descritas anteriormente determinó las diferentes vías de activación de acrAB. Los 
resultados confirmaron un alto nivel de expresión del gen soxS bajo condiciones de 
estrés oxidativo provocado por paraquat, así como la activación de robA por efecto del 
decanoato. Además, la expresión del gen ramA se incrementó cuando la cepa Jc194 fue 
cultivada en presencia de tetraciclina y salicilato. 
Para confirmar el efecto de estos reguladores en la expresión de acrAB se llevó a cabo, 
por una parte, la inactivación de cada uno de los reguladores en la cepa multirresistente 
EcDC64 y, por otro lado, la hiperexpresión de estos mismos reguladores en la cepa Jc194 
bajo el control de sus propias regiones promotoras. El efecto que produjo la pérdida 
y la hiperexpresión de estas proteínas sobre el nivel de expresión de acrAB se midió 
mediante citometría de flujo usando una fusión transcripcional del promotor de acrAB a 
un gen indicador, el gen que codifica la proteína verde fluorescente (GFP). Los resultados 
obtenidos se confirmaron mediante RT-PCR a tiempo real. Se observó que la expresión 
de acrAB disminuía en los derivados de E. cloacae EcDC64 deficientes en SoxS, RobA y 
RamA, y que aumentaba en la cepa Jc194 al hiperexpresar estos mismos reguladores. Se 
demostró, por lo tanto, que un incremento en el nivel de expresión de soxS, robA y ramA 
activa la transcripción de acrAB, lo cual desencadena un incremento en la resistencia a 
antibióticos en E. cloacae Jc194. Los datos indican la existencia de una correlación entre 
el incremento de resistencia a macrólidos, tetraciclina, ketólidos, fluoroquinolonas y 
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cloranfenicol y los niveles de expresión de soxS, robA, ramA y acrAB. Finalmente, los 
experimentos de unión y migración electroforética confirmaron que cada una de estas 
proteínas controla directamente la expresión de acrAB a través de la unión a su región 
promotora.
En resumen, los resultados del presente estudio mostraron que los reguladores SoxS, 
RobA y RamA,  pertenecientes a la familia AraC/XylS, juegan un papel importante en 
el desarrollo de multirresistencia mediada por la bomba de expulsión AcrAB-TolC en E. 
cloacae. 
Ver anexo 7.3.

4. DISCUSIÓN
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4.1. Discusión capítulo I.
Los sistemas de expulsión multidroga se han convertido en mecanismos de resistencia 
relevantes en bacterias patógenas. A diferencia de otros mecanismos de resistencia 
adquiridos por bacterias virulentas a través de transferencia genética horizontal, los 
genes que codifican bombas de expulsión están presentes en el cromosoma de todos los 
organismos vivos. La mayoría de estos genes se encuentran en el cromosoma bacteriano 
y tienen una disposición y estructura conservada, así como unos niveles de expresión 
regulados de forma estricta (53). 
Se han identificado varias clases de bombas de expulsión, entre las cuales, las más 
relevantes desde el punto de vista clínico son las pertenecientes a la familia RND, 
responsables de la resistencia innata en bacterias Gram-negativas a múltiples familias 
de antimicrobianos, muchos de ellos con gran relevancia clínica (53).
En este trabajo se determinó el papel de la bomba de expulsión AcrAB-TolC, perteneciente 
a la familia RND, como mecanismo de resistencia en una cepa de Enterobacter cloacae 
que presentaba un fenotipo MDR, EcDC64, aislada a partir de un exudado de herida de 
un paciente ingresado en el Hospital Universitario de A Coruña.
La implicación de AcrAB-TolC en el incremento de resistencia a varios antibióticos en E. 
cloacae EcDC64 se demuestra en el capítulo I a través de diferentes aproximaciones. En 
primer lugar, las CMIs obtenidas en presencia del inhibidor PAβN, que inhibe de forma 
inespecífica la función de los sistemas de expulsión, mostraron un incremento en la 
sensibilidad a diferentes antibióticos respecto a la cepa salvaje. En segundo lugar, se 
ha observado un incremento en la sensibilidad a muchos antibióticos al inactivar de 
forma específica la bomba de expulsión AcrAB-TolC a través de la construcción de una 
cepa defectiva en el gen acrA (Ec∆acrA). Sin embargo, se observaron algunas diferencias 
en el perfil de resistencia, en función de si la bomba de expulsión era inactivada de 
forma específica, mediante la construcción de una cepa knock-out defectiva en acrA, 
o bioquímicamente de manera inespecífica, lo que sugiere la actuación de sistemas de 
expulsión adicionales en la cepa EcDC64. Finalmente, la hiperexpresión del gen acrR de 
Enterobacter aerogenes en la cepa salvaje EcDC64 resultó en una reducción de las CMIs 
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a la mayoría de los antibióticos analizados.
El papel que juega la bomba de expulsión en la resistencia a los antibióticos β-lactámicos 
no ha sido elucidado claramente debido a que el aislamiento clínico EcDC64 usado 
en el presente estudio es portador de una ampC cromosómica cuya hiperexpresión 
afecta a la mayoría de los antibióticos β-lactámicos. Sin embargo, la CMI a piperacilina, 
aztreonam, oxacilina y carbapenemas disminuyó cuando la bomba de expulsión AcrAB-
TolC fue inactivada tanto de manera inespecífica por el efecto del inhibidor PAβN como 
específicamente mediante la inactivación de acrA. La implicación de este sistema de 
expulsión en la resistencia a macrólidos y quinolonas se ha descrito previamente como 
el principal mecanismo de resistencia en algunas especies de Enterobacteriaceae (95, 
97, 98, 101-103, 195). Se ha descrito recientemente en Escherichia coli una bomba de 
expulsión perteneciente a la familia ABC que expulsa específicamente macrólidos (196). 
Este sistema de expulsión podría también estar operando en el aislamiento clínico objeto 
de estudio, lo cual podría explicar la diferencias encontradas en cuanto a la resistencia 
a eritromicina entre la cepa salvaje bajo el efecto del inhibidor inespecífico de bombas 
de expulsión PAβN y la cepa mutante defectiva en acrA (baja de >256 a 1 y de >256 a 12 
µg/mL, respectivamente).
Es interesante destacar que este mecanismo puede ser, al menos en parte, el responsable 
de la resistencia intrínseca de Enterobacter a algunos antibióticos usados para el 
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos Gram-positivos, tales como 
la oxacilina, linezolid, clindamicina, ácido fusídico, novobiocina y rifampicina, aunque 
probablemente otras bombas de expulsión estén implicadas en la resistencia a ácido 
fusídico.
En este sentido, se ha demostrado que la concentración intracelular de linezolid en 
cepas de E. coli, E. aerogenes y Citrobacter freundii es comparativamente baja debido a 
la expulsión eficiente de la droga por bombas de expulsión pertenecientes a la familia 
RND (197). Estas observaciones apoyan los datos que presentamos en este trabajo, sin 
embargo, a diferencia del sistema de expulsión AcrAB-TolC de E. aerogenes, que parece 
no bombear telitromicina, se ha observado que el aislamiento clínico EcDC64 sí lo hace 
ya que, al analizar la sensibilidad a telitromicina de la cepa defectiva en el gen acrA 
(Ec∆acrA), el halo de inhibición de este antibiótico se incrementó de 9 a 19 mm.
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Por otra parte, al igual que sucede en el aislamiento objeto de estudio, la bomba de 
expulsión AcrAB-TolC de Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae se ha asociado con 
la reducción de sensibilidad a tigeciclina (104, 162), aunque en el presente estudio el 
incremento de sensibilidad a tigeciclina de la cepa defectiva en el gen acrA fue más bajo (la 
CMI de la cepa knock-out fue seis veces menor respecto a la cepa salvaje), lo que pone de 
manifiesto la importancia de las bombas de expulsión RND en la resistencia a tigeciclina, 
un antibiótico de alta importancia clínica para tratar las infecciones por bacterias Gram-
negativas. En este sentido es interesante destacar que Keeney y colaboradores (198) han 
descrito recientemente la implicación de AcrAB-TolC en el incremento de resistencia a 
tigeciclina en E. cloacae, aunque los valores que obtuvieron fueron más altos que los que 
se describen en el presente trabajo. Estas diferencias pueden estar relacionadas con el 
nivel de expresión de acrAB en la cepa clínica EcDC64.
En resumen, en el capítulo I del presente estudio se ha caracterizado la bomba de 
expulsión AcrAB-TolC en E. cloacae. Ésta presenta la misma organización y un alto grado 
de identidad con su homólogo de E. aerogenes y está implicada en la resistencia a la 
mayoría de antibióticos frecuentemente empleados en clínica.
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4.2. Discusión capítulo II.
El papel de la bomba de expulsión AcrAB-TolC en la resistencia antimicrobiana se ha 
descrito previamente en algunas cepas de la familia Enterobacteriaceae (78, 192). 
Como se ha demostrado a lo largo del presente trabajo, E. cloacae contiene un sistema 
AcrAB-TolC homólogo al descrito en E. coli (199). Hasta ahora, la mayoría de los 
estudios clínicos sobre este tipo de sistemas se han centrado en la participación de 
éstos en la resistencia a los antibióticos. Sin embargo, pocos trabajos han examinado 
el papel que ejercen las bombas de expulsión en la fitness y en la virulencia bacteriana. 
Por lo que en este trabajo se planteó como objetivo determinar cómo la pérdida de 
la bomba de expulsión AcrAB-TolC afecta a la fitness y a la virulencia de E. cloacae, 
un microorganismo cuya relevancia clínica se hace más patente dado el alto nivel de 
resistencia a antibióticos que desarrolla (41).
En el capítulo II del presente trabajo, se ha analizado la implicación de la bomba de 
expulsión AcrAB-TolC en la resistencia a antibióticos mediante la inactivación de los 
genes acrA y tolC en los aislamientos clínicos EcDC64 y Jc194, que muestran diferencias 
significativas en la expresión de AcrAB-TolC. Tal como se ha descrito previamente, la 
inactivación del gen acrA en la cepa multirresistente EcDC64 produjo un incremento 
en la sensibilidad a diferentes antibióticos en comparación con la cepa salvaje (199). 
Además, se ha analizado el papel del gen acrA en la cepa clínica Jc194 que presenta un 
perfil de mayor sensibilidad a los antibióticos respecto a la cepa EcDC64. En general, las 
CMIs de ambas cepas mutantes defectivas en el gen acrA fueron similares, aunque en 
el caso de la oxacilina, eritromicina y linezolid el incremento de sensibilidad fue mayor 
en la cepa Jc194. Sin embargo, al analizar las CMIs a ciprofloxacino, cloranfenicol y 
tigeciclina la reducción fue más brusca cuando se inactivó el gen acrA en EcDC64, 
lo cual puede estar relacionado con el mayor nivel de expresión de acrAB que 
muestra la cepa multirresistente EcDC64. Por otro lado, tal como ocurre con el gen 
acrA, la interrupción de tolC dio lugar a un aumento moderado de la sensibilidad a 
antimicrobianos, aunque no afectó a la CMI de algunos antibióticos como la oxacilina 
y la tetraciclina, lo cual puso de manifiesto la diferente función de AcrA y TolC como 
partes integrantes de la misma bomba de expulsión. 
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En cuanto a la resistencia a antibióticos, la supresión del gen acrA provocó una mayor 
reducción en las CMIs a los diferentes antibióticos que la inactivación de tolC, lo que 
sugiere que la proteína adaptadora AcrA juega un papel clave en el funcionamiento de 
la bomba de expulsión de una manera eficiente.
Los estudios realizados en Salmonella spp. (200) han demostrado que hay diferencias 
en los patrones de sensibilidad, dependiendo de qué gen (acrA, acrB o tolC) se inactive, 
y que el efecto es específico de sustrato. En el presente trabajo, los mutantes más 
sensibles a los antibióticos utilizados fueron los defectivos en el gen acrA. Las diferencias 
observadas en el patrón de resistencia al inactivar acrA o tolC pueden ser debidas en 
parte al carácter promiscuo de ambas proteínas, ya que pueden interaccionar con 
otros transportadores (78). En efecto, y de acuerdo con los datos obtenidos, la función 
de AcrA es más restrictiva y menos redundante que la de la proteína de membrana 
externa TolC. De acuerdo con los datos obtenidos en el presente estudio no se puede 
descartar la posibilidad de que otra porina pueda asumir el papel de TolC en un 
momento determinado.
La implicación de las bombas de expulsión pertenecientes a la familia RND en la 
patogénesis se ha estudiado en diferentes especies como Salmonella, Klebsiella, 
Pseudomonas y Neisseria, entre otros, donde se ha demostrado que la pérdida de 
funcionalidad de la bomba de expulsión AcrAB-TolC tiene un efecto significativo en 
el mantenimiento de la competitividad biológica y la capacidad de la bacteria para 
causar infección (179, 180, 182, 188, 200-208).
Se asume que la resistencia in vitro a antibióticos que son sustratos de bombas de 
expulsión confiere ventajas adaptativas a la bacteria que habita en presencia de esas 
moléculas. Sin embargo, en un proceso de infección o colonización, las bacterias 
no siempre se encuentran sometidas a la presión de agentes antimicrobianos, por 
lo tanto es interesante analizar el coste biológico que tiene la pérdida de un gen 
específico sin la presencia de estímulos selectivos, como pueden ser moléculas 
antimicrobianas específicas. Parece que tanto acrA como tolC son clave en la fitness 
de ambos aislamientos clínicos de E. cloacae, pues la inactivación de ambos genes se 
asoció con una reducción en el índice de competición (IC) tanto in vitro como in vivo. 
Sin embargo, la cepa mutante E. cloacae Jc194 defectiva en acrA mostró un IC mucho 
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menor que la cepa isogénica salvaje.
En conjunto, los datos sugieren que la inactivación de cada uno de los componentes 
de forma separada puede tener un impacto diferente en las células bacterianas desde 
el punto de vista fisiológico y biológico, aunque ambas proteínas, AcrA y TolC, son 
componentes del mismo mecanismo de expulsión. De acuerdo con estos datos, los 
ensayos de virulencia en un modelo de infección experimental pusieron de manifiesto 
las diferencias existentes entre las cepas mutantes y salvajes en cuanto a la capacidad 
de causar infección, pues la carga bacteriana presente en los ratones infectados con 
las cepas mutantes era menor que en aquellos infectados con las cepas salvajes. La 
atenuación in vivo observada en las cepas defectivas en acrA fue más dramática que 
aquella observada en las cepas defectivas en tolC.
En resumen, en el capítulo II se ha descrito el uso de cepas mutantes específicas para 
analizar el efecto de la bomba de expulsión AcrAB-TolC en la resistencia a antibióticos, 
en la fitness y la virulencia de E. cloacae, demostrándose que los componentes de 
esta bomba de expulsión no sólo están implicados en la resistencia a diferentes 
antibióticos, sino que también juegan un papel importante en el mantenimiento de la 
competitividad biológica, además de ser necesarios para preservar intacta la virulencia 
de E. cloacae.
Finalmente, merece una especial atención la posibilidad de combatir infecciones 
bacterianas utilizando como estrategia la fabricación de vacunas mediante la 
atenuación de los aislamientos bacterianos de E. cloacae u otros miembros de la 
familia Enterobacteriaceae, mediante la inactivación de estos genes.
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4.3. Discusión capítulo III.
Las bombas de expulsión multidroga son el principal mecanismo de resistencia a diferentes 
drogas en bacterias Gram-negativas. Diferentes investigadores han estudiado el papel 
que juega la bomba de expulsión AcrAB-TolC en la resistencia y virulencia en la familia 
Enterobacteriaceae (78, 174). Los datos de los que disponemos actualmente en E. coli y 
otras Enterobacteriaceae revelan que las bombas de expulsión multidroga se expresan 
bajo un control transcripcional preciso y elaborado, incluyendo reguladores específicos 
como AcrR, y reguladores globales como MarA, SoxS y RobA. En E. coli, las proteínas 
activadoras pertenecientes a la familia AraC/XylS interactúan con AcrAB-TolC activando 
su expresión (209). Dado que AcrAB-TolC tiene un papel predominante en la resistencia 
intrínseca de E. cloacae a un amplio rango de compuestos, tales como antibióticos, 
colorantes, detergentes y solventes, así como en la fitness y virulencia bacteriana (199, 
210), el estudio de su regulación es de gran importancia para entender la acción de 
estas moléculas bactericidas sobre E. cloacae y otros organismos relacionados. Así en el 
capítulo III del presente trabajo se propone caracterizar el mecanismo de regulación de 
AcrAB-TolC de E. cloacae en respuesta a diferentes estímulos extracelulares.
Los genes mar, sox y rob están implicados en un sistema de regulación bien caracterizado 
en E. coli (130, 159, 160, 211) y se podría esperar que el control de la permeabilidad 
de membrana externa en E. cloacae esté regulado de una manera similar. El análisis 
genómico de E. cloacae EcDC64 reveló la presencia de los reguladores globales SoxS y 
RobA ya detectados en E. coli. Por otro lado se identificó la proteína reguladora RamA 
como parte de un locus que muestra la misma organización genética que la encontrada en 
especies de Citrobacter (161) y Klebsiella (212), donde el locus de ramA está compuesto 
por los genes romA y ramA, ambos controlados por el represor RamR. El análisis de las 
secuencias animoacídicas que forman los dominios de unión a ADN de estas proteínas 
reguladoras mostró un alto grado de identidad, lo que sugiere que ejercen su actividad 
sobre dianas comunes. Estas proteínas activan un conjunto de promotores mediante su 
unión a una secuencia específica, degenerada y asimétrica, conocida como marbox (135, 
148). Esta secuencia marbox se encontró en la orientación adecuada cuando se realizó 
el análisis de la región promotora del operón acrAB de ambos aislamientos clínicos de 
E. cloacae.
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Se realizaron estudios funcionales desde el punto de vista genómico para determinar el 
efecto de estos reguladores en la expresión de acrAB. Por una parte, se llevó a cabo la 
inactivación de cada uno de los reguladores en la cepa multirresistente EcDC64 y, por 
otro lado, la hiperexpresión de estos mismos reguladores en la cepa Jc194 bajo el control 
de sus propias regiones promotoras. El efecto que produjo la pérdida y la hiperexpresión 
de estas proteínas en el nivel de expresión de acrAB se midió mediante citometría de 
flujo usando la fusión del promotor de acrAB al gen de la proteína verde fluorescente 
(GFP) como indicador, y se confirmó mediante RT-PCR a tiempo real. Además se analizó 
el impacto de las proteínas SoxS, RobA y RamA en el perfil de resistencia a antibióticos 
de E. cloacae mediante el análisis de sensibilidad a antibióticos de las diferentes cepas 
obtenidas.
La activación de acrAB es la principal causa de resistencia en cepas que hiperexpresan 
MarA u otros reguladores globales como SoxS, RobA y RamA (130, 134, 153, 162, 
166, 198, 213-218). Chollet y colaboradores (166) han descrito cómo el incremento 
de la expresión de acrAB mediada por la proteína RamA produce un incremento en la 
resistencia a tetraciclina, cloranfenicol, quinolonas y β-lactámicos en E. aerogenes. En el 
mismo sentido, Hornsey y colaboradores (219) describieron la emergencia de resistencia 
a tigeciclina en E. cloacae a través del regulador RamA. Nuestros hallazgos demostraron 
que un incremento en la expresión de soxS, robA y ramA desencadenan la aparición de 
un fenotipo MDR en la cepa sensible E. cloacae Jc194. Los datos indican la existencia de 
una correlación entre el incremento de resistencia a macrólidos, tetraciclina, ketólidos, 
fluoroquinolonas, y cloranfenicol y los niveles de expresión de acrAB, soxS, robA y ramA. 
Los experimentos de migración en gel demostraron que cada uno de los reguladores 
controla directamente la expresión de acrAB mediante la unión a su región promotora. 
Por lo tanto, todos estos datos indican que los activadores SoxS, RobA y RamA juegan 
un papel importante en la regulación de AcrAB-TolC, desatancándose RamA ya que es el 
responsable del mayor incremento de expresión de acrAB.
Estas diferencias en la activación de acrAB se reflejaron en el grado de resistencia a 
quinolonas mostrado por la cepa Jc194. El efecto de RobA fue generalmente más débil 
tanto a nivel de análisis de la resistencia a antibióticos como de la expresión génica. Esto 
puede ser debido a que RobA presenta un alto nivel de expresión de manera constitutiva 
(220) a diferencia de SoxS y RamA, y permanece inactivo hasta ser estimulado por 
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diferentes señales (134, 221), lo cual podría explicar que un aumento de expresión de 
soxS y ramA tenga un mayor efecto en la activación de la bomba de expulsión AcrAB-
TolC. Por otra parte, la inactivación de los genes reguladores soxS, robA y ramA en la 
cepa multirresistente EcDC64 provocó un aumento en la sensibilidad de ésta a diferentes 
antibióticos (excepto a cloranfenicol) respecto a la cepa salvaje, mostrando las cepas 
mutantes defectivas en estos genes un perfil de resistencia similar a la cepa Jc194. Sin 
embargo, sólo la inactivación de robA tuvo un efecto significativo en la expresión de 
acrAB, la cual se redujo a la mitad. Estos datos, apoyados por los resultados obtenidos 
a través del test de sensibilidad a antibióticos, sugieren que RobA juega un papel 
importante en la resistencia a antibióticos de E. cloacae EcDC64. Aunque la inactivación 
de soxS y ramA no tuvo un efecto significativo en la expresión de acrAB, la pérdida de 
estas proteínas sí modificó el perfil de resistencia a antibióticos de EcDC64. Esto podría 
ser debido a que estas proteínas reguladoras controlan otros genes implicados en 
resistencia a antimicrobianos, lo que explica la modificación en el perfil de resistencia de 
EcDC64 independiente de AcrAB-TolC (135). Por otra parte, los niveles de expresión de 
soxS y ramA son significativamente reducidos en comparación con el nivel de expresión 
de robA. Por lo tanto, el efecto de la inactivación de los genes soxS y ramA puede pasar 
desapercibido en presencia de la proteína RobA funcional.
En E. coli, la expresión de acrAB se activa en respuesta a diferentes señales, como ácidos 
aromáticos débiles (e.g. salicilato), superóxidos (e.g. generados por paraquat), sales 
biliares, ácidos grasos como el decanoato, o tetraciclina (222). Estos compuestos tóxicos 
activan la transcripción de reguladores globales y éstos, a su vez, activan la bomba de 
expulsión AcrAB-TolC (134, 151, 223, 224). En el presente estudio se ha demostrado que 
en E. cloacae tiene lugar un mecanismo similar. La expresión de AcrAB-TolC se activó 
en presencia de salicilato, decanoato, paraquat y tetraciclina, lo cual tuvo un efecto 
en el perfil de resistencia a antibióticos de E. cloacae, que mostró una reducción en la 
sensibilidad a diferentes antibióticos. Por lo tanto, los perfiles de inducción en E. cloacae 
son muy similares a los perfiles de inducción previamente descritos en otras especies 
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (134, 151, 223, 224). El incremento en 
la expresión de acrAB está correlacionado, salvo algunas excepciones, con el grado de 
resistencia mostrado por E. cloacae Jc194 a diferentes antibióticos. La inducción con 
tetraciclina desencadenó el mayor incremento de resistencia a todos los antibióticos 
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estudiados. El efecto más débil se observó cuando la cepa Jc194 fue estimulada con 
decanoato. Además, la resistencia a cloranfenicol no se vio modificada por ninguno de 
los compuestos analizados. El incremento de resistencia a eritromicina, telitromicina y 
ciprofloxacino por parte de Jc194 en respuesta a salicilato, paraquat y tetraciclina fue 
similar. Sin embargo, el salicilato y el paraquat como inductores tuvieron un menor 
efecto en la resistencia a tetraciclina y cloranfenicol en comparación con la tetraciclina.
Las bacterias deben distinguir entre las diferentes condiciones de estrés y desencadenar 
una respuesta apropiada. Cada activador se regula en respuesta a diferentes señales 
provocando finalmente la inducción de acrAB. Tal como se ha descrito anteriormente, 
la bomba de expulsión AcrAB-TolC de E. cloacae está regulada por los activadores SoxS, 
RobA y RamA, dando lugar su hiperexpresión a la aparición de un fenotipo MDR mediado 
por bombas de expulsión. Los datos presentados en este estudio revelan que acrAB de 
E. cloacae es activado a través de diferentes vías dependiendo del estímulo aplicado. Se 
demostró que el salicilato induce la expresión de ramA en E. cloacae, además de activar 
la transcripción de marA tal como se había descrito previamente en E. coli (223). También 
se observo un incremento moderado en los niveles de expresión de soxS y robA por acción 
del salicilato, a diferencia de lo que ocurre en Salmonella donde la expresión de robA 
está reprimida (225). De este modo, los datos de expresión obtenidos, apoyados por el 
análisis de sensibilidad a antibióticos, sugieren que el salicilato induce la expresión de la 
bomba de expulsión AcrAB-TolC principalmente a través del regulador MarA. En E. coli, 
la tetraciclina induce la expresión de marA, soxS y robA, aunque la intensidad del efecto 
es diferente (224). En el presente trabajo se observó que la tetraciclina desencadena una 
respuesta adaptativa, mediada por bombas de expulsión, similar a la observada en E. 
coli. Sin embargo, en E. cloacae la tetraciclina activó RamA en lugar de MarA. El efecto de 
este antibiótico sobre la expresión de ramA fue mayor que el efecto sobre soxS y robA, lo 
que sugiere que el activador RamA juega un papel clave en la regulación de AcrAB-TolC 
en respuesta al estrés ocasionado por tetraciclina. Por otra parte el perfil de resistencia 
a antibióticos mostrado por E. cloacae EcDC64 defectivo en ramA apoya esta hipótesis, 
pues la resistencia a antibióticos no fue inducida por tetraciclina en ausencia del activador 
RamA. Además, E. cloacae mostró una respuesta frente a estrés oxidativo muy similar a 
la descrita en E. coli (226), donde soxS está altamente hiperexpresado y la expresión de 
robA se reduce en respuesta a paraquat. En concordancia con estos datos, se observó un 
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incremento de resistencia mediado por AcrAB-TolC en la cepa salvaje E. cloacae EcDC64 
sometida a estrés oxidativo. Sin embargo, cuando la proteína reguladora SoxS no era 
funcional, la inducción con paraquat no desencadenó un incremento de resistencia en E. 
cloacae sino que incrementó la sensibilidad a antibióticos, lo cual confirma la implicación 
de SoxS en la regulación del sistema de expulsión AcrAB-TolC bajo condiciones de estrés 
oxidativo. Rosenberg y colaboradores (134) describen que la inducción de acrAB por 
decanoato es dependiente de RobA y no de MarA ni SoxS en E. coli. Sin embargo, el 
decanoato reduce la expresión de robA y activa la expresión de marA en Salmonella 
enterica serovar typhymurium (225). En el presente trabajo se describe un modelo de 
regulación de acrAB en respuesta a decanoato similar al descrito en E. coli. Este inductor, 
a diferencia del salicilato, paraquat y tetraciclina no fue capaz de desencadenar un 
incremento en el perfil de resistencia de la cepa EcDC64 defectiva en robA. Además, 
sólo el gen robA se hiperexpresó en respuesta al estrés generado por decanoato, lo que 
sugiere que RobA media la regulación de la bomba de expulsión multidroga AcrAB-TolC 
en respuesta a ácidos grasos libres como el decanoato y, aparentemente, ayuda a la 
supervivencia de E. cloacae haciendo que esta bacteria sea más resistente a agentes 
antimicrobianos.
En resumen, los resultados del presente estudio mostraron que los reguladores SoxS, 
RobA y RamA, pertenecientes a la familia AraC/XylS, juegan un papel importante en 
el desarrollo de multirresistencia en E. cloacae incrementando la expresión de acrAB 
mediante la unión a su región promotora, lo cual da lugar a un aumento en el perfil 
de resistencia a antibióticos. Además, se demostró que cada activador es regulado en 
respuesta a diferentes señales, lo cual desencadena finalmente la inducción de acrAB. Por 
lo tanto, E. cloacae puede adaptarse a diferentes condiciones de estrés y desencadenar 
la emergencia de cepas con un fenotipo MDR. 
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4.4. Consideraciones finales.
Han pasado más de 60 años desde la introducción en la práctica clínica del primer 
antibiótico, la penicilina, y a pesar del arsenal antimicrobiano disponible actualmente, 
las infecciones bacterianas siguen siendo uno de los principales determinantes de 
mortalidad y morbilidad humana. En la década pasada, el número de antibióticos a los 
cuales las bacterias han desarrollado resistencia se ha incrementado considerablemente 
y, como consecuencia, algunos agentes ya no son útiles para el tratamiento de infecciones. 
El fenómeno de la multirresistencia está frecuentemente asociado con la hiperexpresión 
de los transportadores que reconocen y expulsan eficazmente al exterior de la célula 
un amplio rango de compuestos estructuralmente no relacionados, convirtiéndose las 
bombas de expulsión multidroga en mecanismos relevantes implicados en la resistencia 
intrínseca y adquirida de las bacterias patógenas.
En el presente trabajo, se ha desarrollado el estudio estructural y funcional de la 
bomba de expulsión AcrAB-TolC como ejemplo de mecanismo de resistencia capaz 
de desencadenar un fenotipo de multirresistencia en E. cloacae, un microorganismo 
cuya relevancia clínica se hace cada día más patente dado el alto nivel de resistencia a 
antibióticos que desarrolla.
En primer lugar se ha demostrado que el sistema de expulsión multidroga AcrAB-
TolC de E. cloacae está implicado en la resistencia de este microorganismo a agentes 
antimicrobianos clínicamente relevantes usados para el tratamiento de infecciones 
humanas. Resulta de interés destacar que este mecanismo puede ser, al menos en parte, 
el responsable de la resistencia intrínseca de Enterobacter a algunos antibióticos usados 
para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos Gram-positivos, como 
la oxacilina, linezolid, clindamicina, ácido fusídico, novobiocina y rifampicina. 
Por otra parte, se ha demostrado que los componentes de esta bomba de expulsión no 
sólo están implicados en la resistencia a diferentes antibióticos, sino que también juegan 
un papel importante en el mantenimiento de la competitividad biológica, además de ser 
necesarios para preservar intacta la virulencia de E. cloacae.
Debido a que el alto nivel de expresión de AcrAB-TolC observado en el aislamiento clínico 
EcDC64 tiene un papel predominante en la resistencia de este microorganismo a un 
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amplio rango de antibióticos, colorantes, detergentes y solventes orgánicos, el estudio 
de su regulación es de gran importancia para entender la acción de estas moléculas en 
E. cloacae y otros organismos relacionados. En el presente trabajo, se ha caracterizado 
la contribución de los reguladores transcripcionales SoxS, RobA y RamA en el perfil de 
resistencia de E. cloacae a través de la regulación de la bomba de expulsión AcrAB-TolC en 
respuesta a diferentes estímulos externos. Los resultados de este estudio mostraron que 
estos reguladores, pertenecientes a la familia AraC/XylS, juegan un papel importante en 
el desarrollo de resistencia mediada por la bomba de expulsión AcrAB-TolC en E. cloacae. 
Se demostró que estos activadores incrementan la expresión de acrAB mediante la 
unión a su región promotora. Además, se ha observado que E. cloacae puede adaptarse 
a diferentes condiciones de estrés a través de diferentes vías dependiendo del estímulo 
aplicado, lo cual la hace más resistente a un amplio rango de agentes antimicrobianos.
5. CONCLUSIONES
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5. CONCLUSIONES.
1. La bomba de expulsión AcrAB-TolC ha sido caracterizada por primera vez en 
Enterobacter cloacae y presenta la misma organización y un alto grado de 
identidad con su homólogo de Enterobacter aerogenes.
2. La bomba de expulsión AcrAB-TolC está implicada en la resistencia que presenta 
E. cloacae EcDC64 a la mayoría de los antibióticos frecuentemente empleados 
en clínica.
3. La bomba de expulsión AcrAB-TolC de E. cloacae no tiene especificidad de 
sustrato, aunque presenta mayor afinidad por determinadas familias de 
antibióticos.
4. La bomba de expulsión AcrAB-TolC de E. cloacae juega un papel importante en 
el mantenimiento de la competitividad biológica, además de ser necesaria para 
preservar intacta la virulencia de E. cloacae.
5. La inactivación de acrA y tolC individualmente tiene un impacto diferente sobre 
la resistencia, la fitness y la virulencia de E. cloacae, aunque ambos genes 
codifican proteínas pertenecientes al mismo sistema de expulsión.
6. Las proteínas reguladoras RamA, SoxS y RobA han sido identificadas y 
caracterizadas e inducen la expresión de la bomba de expulsión AcrAB-TolC en 
E. cloacae.
7. El nivel de expresión de AcrAB-TolC aumenta en respuesta a diferentes condiciones 
de estrés provocadas por la presencia de antibióticos y otros compuestos tales 
como el salicilato, el decanoato o el paraquat.
8. E. cloacae es capaz de adaptarse a diferentes condiciones de estrés presentes en 
el medio hospitalario y de desencadenar la emergencia de cepas con un fenotipo 
MDR. La activación de la bomba de expulsión AcrAB-TolC tiene lugar a través de 
diferentes vías dependiendo del estímulo aplicado. Esta versatilidad permite a la 
bacteria hacerse resistente a un amplio rango de agentes antimicrobianos.
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Effect of the transcriptional activators SoxS, RobA and RamA on 
expression of the multidrug efflux pump AcrAB-TolC in Enterobacter 
cloacae. 
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Abstract 
Control of membrane permeability is a key step in regulating the intracellular 
concentration of antibiotics. Efflux pumps confer innate resistance to a wide range of 
toxic compounds such as antibiotics, dyes, detergents and disinfectants in members of 
the Enterobacteriaceae. The AcrAB-TolC efflux pump is involved in multidrug 
resistance in E. cloacae. However, the underlying mechanism that regulates the system 
in this microorganism remains unknown. In Escherichia coli, transcription of acrAB is 
up-regulated under global stress conditions by proteins such as MarA, SoxS and Rob. In 
the present study, two different clinical isolates of E. cloacae, EcDC64 (MDR over-
expressing the AcrAB-TolC efflux pump) and Jc194 (with basal AcrAB-TolC expression 
level) were used to determine whether similar global stress responses operate in E. 
cloacae and also to establish the molecular mechanisms underlying this response. A 
decrease in susceptibility to erythromycin, tetracycline, telithromycin, ciprofloxacin 
and chloramphenicol was observed in clinical isolate Jc194, and to a lesser extent in 
EcDC64, in the presence of salicylate, decanoate, tetracycline and paraquat. Increased 
expression of the acrAB promoter in the presence of the above described conditions 
was observed by flow cytometry and RT-PCR, by using a reporter fusion protein (GFP).  
The expression level of the AcrAB promoter decreased in E. cloacae EcDC64 derivates 
deficient in SoxS, RobA and RamA. Accordingly, the expression level of the AcrAB 
promoter was higher in E. cloacae Jc194 strains overproducing soxS, robA and ramA. 
Overall, the data showed that SoxS, RobA and RamA regulators were associated with 
the up-regulation of acrAB, thus conferring antimicrobial resistance as well as a stress 
response in E. cloacae.  
In summary, the regulatory proteins SoxS, RobA and RamA were cloned and 
sequenced for the first time in this species. The involvement of these proteins in 
conferring antimicrobial resistance through up-regulation of acrAB was demonstrated 
in E. cloacae. 
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Introduction 
Enterobacter cloacae is an important nosocomial pathogen responsible for various 
infections, including sepsis, infections of the respiratory tract and urinary tract, wound 
infections and meningitis. Multiple antibiotic-resistant strains have caused outbreaks 
of infections in hospitals, usually in settings where seriously ill patients are housed, 
such as intensive care units. These “ICU bugs” cause significant morbidity and 
mortality, and infection management is complicated by resistance to multiple 
antibiotics (44). 
Efflux pumps confer innate resistance to a wide range of toxic compounds such as 
antibiotics, dyes, detergents and disinfectants in members of the family 
Enterobacteriaceae (35, 36). Therefore, efflux pumps participate, at least partly, in the 
ability of bacteria to adapt to diverse environments, in drug resistance mechanisms 
and in bacterial pathogenesis.  
Control of membrane permeability is a key step in regulating the intracellular 
concentration of antibiotics in Enterobacteriaceae. The expression of porins and efflux 
pump components is jointly controlled by several positive global regulators, which 
respectively decrease or enhance transcription of specific genes such as acrAB and 
tolC, directly or via a regulation cascade. The acrAB regulation mechanism must be 
examined to understand the physiological role of AcrAB. In Escherichia coli, expression 
of acrAB may be subjected to multiple levels of regulation, and it is locally modulated 
by the AcrR repressor (23). At a global level, AcrAB is controlled by stressful conditions 
and by regulators such as MarA, SoxS and Rob (37, 40).  In addition to identifying the 
MarA/SoxS/Rob family, George et al. (13) also identified and characterized RamA, a 
member of the AraC/XylS family, for its role in conferring multidrug resistance (MDR) 
in Klebsiella. Most recently, the ramA gene was identified in Enterobacter aerogenes, 
Enterobacter cloacae and Salmonella typhimurium, in which it may also be involved in 
MDR (9, 19, 52). These activators perform their function via binding to discrete but 
degenerate nucleotide sequences known as mar-,rob-,or sox boxes located in the 
upstream region of regulated genes (including acrAB) (14, 18, 25, 26, 30). The 
expression of each regulator is controlled differently. In E. coli, the marA transcription 
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is repressed by marR and de-repressed through binding by compounds such as 
salicylate (45). The level of soxS is controlled by the activator soxR, in contrast to the 
repressor activity of marR on marA. Activation of soxR by superoxides and redox 
cycling compounds, such as paraquat, induces expression of soxS and the subsequent 
induction of the soxRS regulon (11). Rob is an abundant protein that is expressed 
constitutively (3) and its activity is enhanced by decanoate (40). Regulation of ramA is 
provided locally by ramR, presumably through prevention of RamR binding to an 
operator sequence near ramA and the subsequent relaxation of RamR repression at 
the ramA promoter (1, 38). Furthermore, induction of acrAB by indole is regulated 
through RamA, independently of MarA, SoxS and Rob (30). The main goal of the 
present study was to investigate the regulation of acrAB as well as its activator-
encoding genes soxS, robA and ramA isolated from E. cloacae, in the presence of 
different stress agents such as salicylate, decanoate, tetracycline and paraquat. In 
order to define this regulation system, the effect of inactivation or artificial over- 
expression of soxS, robA and ramA on the expression of acrAB and the multidrug 
resistance phenotype of E. cloacae was also investigated. 
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Material and Methods 
Strains, culture media and plasmids 
The laboratory strains and plasmids used in the study are listed in Table 1. The clinical 
isolates used were two strains of Enterobacter cloacae: EcDC64 and Jc194 (33, 34). 
Both strains were isolated from a patient admitted to the A Coruña University Hospital 
(Spain). Escherichia coli strain TG1 was used for cloning procedures. All strains used in 
the study were maintained at -80 °C in 15 % (vol/vol) glycerol until use. The strains 
were grown on MacConkey agar plates (Becton, Dickinson and Company, NJ), in Luria-
Bertani (LB) broth, or on LB agar in the presence of 50 µg of ampicillin/mL,  25 µg of 
kanamycin/mL , 30 µg of chloramphenicol/mL, 4 µg of gentamicin/mL or 30 µg of 
tetracycline/mL, when necessary. Ten (10) mM of salicylate, 100 µM of paraquat or 10 
mM of decanoate (all from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were added to LB agar 
and broth media, as required. 
PCR amplification, sequencing and cloning of soxS, robA, and ramA efflux pump 
regulatory genes.  
Genomic DNA from EcDC64 was extracted from overnight cultures at 37 °C by use of 
the Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA). The 
oligonucleotides used to isolate, amplify and clone the efflux pump regulatory genes 
are listed in Table 2. To isolate and amplify soxS, robA and ramA, oligonucleotides were 
designed on the basis of the previously reported nucleotide sequence of Enterobacter 
sp. strain 638 complete genome (GenBank accession code CP000653). The upstream 
region of these genes was amplified by using two consecutive random and specific 
primers. The partially random primer arb.1F (5’-
GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCCC) was used in the first PCR to 
amplify anonymous fragments of DNA in the upstream region of the regulator genes. 
PCR conditions were 94 °C for 3 min, followed by 5 cycles of 94 °C for 30 s, 30 °C for 30 
s and 72 °C for 1 min, then 30 cycles of of 94 °C for 30 s, 45 °C for 30 s and 72 °C for 1 
min, and a final 5 min extension step at 72 °C. The DNA fragments generated were 
then used as a template for the second PCR in which the primer arb.2F (5’-
GGCCACGCGTCGACTAGTAC) was used. The reaction was performed under the same 
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conditions as the first PCR, except annealing was carried out at 55 °C. The PCR product 
was purified from the gel, by use of the Geneclean Kit (MP Biomedicals, Ohio, USA), 
and was then sequenced. Sequencing was carried out with a Taq DyeDeoxi- terminator 
cycle sequencing kit in an automatic DNA sequencer (377 ABIPrism; Perkin-Elmer). 
Specific oligonucleotides (Table 2) were designed from the sequences obtained to 
amplify each regulator with its own promoter. Amplicons were then cloned into the 
pCR-Blunt II-TOPO cloning vector, according to the manufacturer’s instructions 
(Invitrogen Corporation, CA), to generate the recombinant plasmids named pTsoxS, 
pTrobA and pTramA (Table 1). 
Construction of knock-out strains  
Disruption of the soxS, robA and ramA genes in strain EcDC64 was performed by the 
method described by Datsenko and Wanner (10), with some modifications. The Red 
helper pKOBEG (kindly donated by J. M. Ghigo, Institut Pasteur, France ) (Table 1) is a 
low-copy-number plasmid that contains a gene for chloramphenicol resistance, a 
temperature-sensitive origin of replication, and the Red system, which comprises an 
exonuclease and the β and γ functions of phage λ. The pKOBEG plasmid (Table 1) was 
introduced in the strain EcDC64 by heat shock, and transformants were selected on LB 
agar with chloramphenicol, after incubation for 24 h at 30 °C. One transformant 
carrying the Red helper plasmid was made electrocompetent. A selectable resistance 
gene was amplified by PCR from genomic DNA by use of primers including 5’ 
extensions with homology for the soxS, robA and ramA genes listed in Table 2. The PCR 
product was used to disrupt the soxS, robA and ramA genes of strain EcDC64 by 
electroporation. Electroporation (25 µF, 200 Ω and 2.5 kV) of the electrocompetent 
strains was carried out according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad 
Laboratories, Madrid, Spain), with 50 µL of a cell suspension and 1 µg of the purified 
and dialyzed PCR products. Dialysis was performed with 0.025 µm nitrocellulose 
membranes (Millipore, Billerica, MA).  Shocked cells were added to 1 mL of LB broth, 
incubated overnight at 30 °C, spread on LB agar containing kanamycin and incubated 
for 24 h at 30 °C. The mutant strains were then grown on LB agar containing 
kanamycin for 24 h at 44 °C and incubated overnight at 30 °C on LB agar containing 
kanamycin and chloramphenicol in order to test for loss of the helper plasmid. 
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Construction of transcriptional reporter fusion 
The oligonucleotides listed in Table 2 were designed to amplify a fragment of 526 bp 
that contained 506 bp upstream and 21 bp downstream of the ATG of the acrAB 
operon from E. cloacae EcDC64. The PCR product was double-digested with BamHI and 
NcoI, and fused to the gene encoding the green fluorescent protein (acgfp1) in the 
pACGFP1 vector (Table 1). The fragment containing the transcriptional fusion was 
amplified with specific oligonucleotides (Table 2), purified and digested with HindIII 
and BamHI, and then ligated with the T4 DNA ligase (Promega Corporation, Madison, 
WI, USA) into a similarly digested pACYC184 expression vector  to generate the 
recombinant plasmid named pGFP (Table 1). Fusion was sequenced in order to verify 
the DNA sequence. 
Cloning procedures for complementation assays. 
Recombinant plasmids were first constructed and then introduced in the knockout 
strains for complementation studies. For construction of these plasmids, universal 
primers M13 and M13Rv were used to amplify the soxS, robA and ramA genes under 
the control of their own promoter regions from the pTsoxS, pTrobA and pTramA 
recombinant vectors, respectively. The amplified DNA was purified, digested and then 
ligated with the T4 DNA ligase (Promega Corporation, Madison, WI, USA) into the 
pUCP24 expression vector (Table 1), previously digested with the same enzymes. The 
PCR fragments containing soxS and ramA genes were cloned between BamHI and 
EcoRI sites, and the fragment containing the robA gene was cloned between the HindIII 
and PstI sites. The accuracy of the construct was checked by restriction analysis. 
Antibiotic susceptibility testing 
The susceptibility of various strains to the following antibiotics was determined by the 
standard disk diffusion method (Becton, Dickinson and Company, NJ), on Mueller-
Hinton agar (Tables 3 and 4): telithromycin, ciprofloxacin, erythromycin, 
chloramphenicol and tetracycline. The susceptibility to these antibiotics was also 
determined in the presence of the following compounds: salicylate (10 mM), 
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decanoate (10 mM), paraquat (100 µM) and tetracycline (MICs for the strains tested) 
(Table 4). 
Flow cytometry assays 
To examine the effect of transcriptional regulators SoxS, RobA and RamA on the 
multidrug efflux pump AcrAB-TolC in Enterobacter cloacae, expression experiments 
were performed with GFP as a reporter. Single colonies of each bacterial strain 
(harbouring the pGFP plasmid) were inoculated into 10 mL of LB broth containing 
appropriate amounts of the selected antibiotics. After overnight incubation at 37 °C 
and 180 rpm, cultures were diluted 1:100 in LB medium. The cells were then incubated 
at 37 °C with continuous shaking until they reached an OD600 of 0.4 and were then 
diluted 1:100 in 2 mL of 0.9 % saline solution. Induction experiments were performed 
to test the effects of sodium salicylate (SAL), sodium decanoate (DEC), paraquat (PQ) 
and tetracycline (TET) on acrAB expression. Ten mM of SAL, 10 mM of DEC, 0.1 mM of 
PQ or the MIC of TET were added to the cultures. Fluorescence analysis was performed 
with a FacsScan cytometer, and 50,000 cells were measured for each sample. The 
values obtained were calculated as fluorescence units relative to the control strain 
containing the reporter plasmid grown under the same conditions.  
Real Time PCR experiments  
Real-time reverse transcription-PCR (RT-PCR) was carried out to determine the 
expression levels of the soxS, ramA and robA regulator genes and the efflux 
components acrA and acrB. Specific primers designed from soxS, ramA, robA, acrA and 
acrB sequences (GenBank accession code: JQ727666 for soxS gene; JQ727667 for robA 
gene and JQ727668 for ramA gene) are listed in Table 2. Total RNA was isolated with 
the High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 
according to the manufacturer’s instructions. The concentration of RNA was 
determined spectrophotometrically.  
RNA (1 µg) was reverse transcribed into single-stranded cDNA by use of a Transcriptor 
first-strand cDNA synthesis kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), 
according to the manufacturer’s instructions. cDNA was quantified by real-time PCR 
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amplification with specific primers (Table 2) by use of a Light Cycler 480 SYBR green I 
master kit and a Light Cycler 480 instrument (both from Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Germany) with an initial incubation of 95 °C for 10 min followed by 45 
cycles of 10 s at 95 °C, 20 s at 60 °C, and 10 s at 72 °C. In all cases, the expression levels 
were standardized relative to the transcription levels of rpoB (a housekeeping gene) 
for each isolate. 
Cloning, over-expression and protein purification 
Full-length soxS, robA and ramA genes were amplified by PCR from genomic DNA of 
EcDC64 strain with the primers listed in Table 2. A DNA fragment corresponding to the 
robA gene was cloned into the pET-28 expression vector (Novagen) between NdeI and 
XhoI restriction sites. The soxS and ramA genes were cloned to MBP (Maltose Binding 
Protein) into the pETM-44 expression vector (modified pET-24d, EMBL-made vector by 
Arie Geerlof ) between NcoI and HindIII restriction sites. Fusion proteins with a His-Tag 
at the N-terminal region were expressed in conventional E. coli strain BL21 (DE3) cells 
grown in LB medium supplemented with 40 μg/mL kanamycin. Cells were grown at 37 
°C until the OD600nm reached 0.6. Protein expression was induced by addition of 
Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Calbiochem) to the culture, to a final 
concentration of 0.5 mM, and then incubated for 5-6 h at 37 °C. Cell cultures were 
harvested by centrifugation (6000 x g, 20 min, 4 °C). Cell pellets were resuspended in 
10 mL of lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl) and sonicated in a Misonix 
S4000 Sonicator. Bacterial lysates were pelleted at 30000 rpm for 1 h at 4 °C in a 60Ti 
rotor (Beckman). The supernatant was loaded onto a His-Trap HP 5 mL column (GE 
Healthcare-Amersham Biosciences) equilibrated in binding buffer (10 mM Tris-HCl, 5 
mM imidazole, 500 mM NaCl). The target proteins were eluted with 50 mL of elution 
buffer (10 mM Tris-HCl, 150 mM imidazole, 500 mM NaCl). 
 
DNA mobility shift assays 
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) were performed as previously described 
(2). The DNA promoter of the acrA gene was amplified by PCR from E. cloacae EcDC64 
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genomic DNA by use of suitable oligonucleotide primers (Table 2), and the purified PCR 
fragment was cloned into the pGEM-T vector (Promega). The presence of the desired 
promoter was confirmed by sequencing the DNA plasmid with the T7 and SP6 primers 
of the pGEM-T vector. A DNA probe was prepared by PCR amplification, with one of 
the primers labeled with digoxigenin (DIG) at its 5’ end, and was then purified. DNA-
protein reaction mixtures (20 µL) containing 25 ng of a DIG-labeled DNA probe and 
SoxS, RamA or RobA proteins were incubated for 30 min at 37 °C in EMSA buffer 
containing 20 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM KCl, 5% (vol/vol) glycerol, 1 µg bulk carrier 
sperm salmon DNA, 0.5 mM 1,4-dithiothereidol, 0.1 mg bovine serum albumin per mL. 
DNA-protein complexes were visualized by separation on a 5% non denaturing 
polyacrylamide gel (40 mM Tris-acetate) at 90 V for 3 h, and were then transferred to a 
Biodine B nylon membrane (Pall Gelman Laboratory). DIG-labeled DNA-protein 
complexes were detected by following the manufacturer’s protocol (Roche).  
Nucleotide sequence accession codes. 
 The GenBank accession codes for the nucleotide sequences determined in the present 
study are as follows: JQ727666 for soxS gene; JQ727667 for robA gene and JQ727668 
for ramA gene. 
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RESULTS 
Stressing compounds such as salicylate, decanoate, tetracycline and paraquat modify 
the resistance phenotype of E. cloacae. 
To analyze the effect of salicylate, decanoate, tetracycline and paraquat on the 
resistance profile of E. cloacae, two clinical isolates of E. cloacae were used: EcDC64 
and Jc194. Enterobacter cloacae EcDC64 was isolated from a patient admitted to the 
intensive care unit of the A Coruña University Hospital (NW Spain). The bacterial 
isolate displayed a MDR phenotype over-expressing the AcrAB-TolC efflux pump and 
lower permeability than strain Jc194 (with basal efflux pump expression level) (33, 34). 
The resistance profile to several antibiotic families known to be good substrates for 
efflux pumps (such as macrolides, tetracyclines or quinolones) was determined in both 
strains, by the standard disk diffusion method, in the presence and absence of the 
different compounds studied (Table 3). 
 The effect of these compounds on the resistance profile of E. cloacae was evaluated, 
and the results revealed that the susceptibility to a number of antibiotics belonging to 
different antibiotic families was reduced in both wild type strains in response to the 
compounds. When the bacteria were incubated with salicylate and paraquat, a 
decrease in the susceptibility to all of the antibiotics was observed in both WT strains 
(Table 3). The effect of tetracycline on antibiotic resistance of EcDC64 was not clearly 
established because of the high level of tetracycline resistance shown by this clinical 
isolate. However, this antibiotic was the strongest inducer of resistance in E. cloacae 
strain Jc194. The inhibition zones were dramatically reduced for all antibiotics, which 
indicate a significant increase in the resistance of this strain to the antibiotics. 
Sodium decanoate had a modest effect on the antibiotic resistance of strain Jc194. The 
susceptibility to all antibiotics, except chloramphenicol, was slightly decreased. 
However, the resistance profile of EcDC64 was not modified by incubation of this strain 
with sodium decanoate. 
 The intensity of the effect differed depending on the type of molecule (Table 3). 
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Analysis of acrAB expression in the presence of different stressing compounds. 
Flow cytometry assays were performed with the WT strain Jc194, which showed a 
basal expression level of the AcrAB-TolC efflux pump and a susceptible profile of 
resistance. Fluorescence data for E. cloacae Jc194 cultures containing the fusion acrAB 
promoter-GFP gene were measured in the presence of 10 mM sodium salicylate, 10 
mM sodium decanoate, 4 µg/mL of tetracycline and 0.1 mM paraquat. The results 
obtained are shown in Figure 1A. All of the compounds tested induced an increase in 
the fluorescence intensity, indicating that the AcrAB efflux pump was up-regulated in 
the presence of these compounds. The greatest increase in fluorescence was observed 
when E. cloacae strain Jc194 was incubated with tetracycline. A similar result was 
obtained in response to salicylate, although the increase in intensity was slightly lower. 
The compound that triggered the lowest expression of acrAB was sodium decanoate 
(Fig. 1A). To confirm the results of the acrAB expression levels obtained by flow 
cytometry experiments with GFP as a reporter, real time RT-PCR assays were also 
performed. The results of the RT-PCR-assays were found to be consistent with the flow 
cytometry data (Fig. 1B). 
Role of SoxS, RobA and RamA regulating AcrAB-TolC efflux pump in response to 
different signals. 
The soxS, robA and ramA genes from EcDC64 were first amplified by high-fidelity PCR, 
then cloned into the pCR-Blunt II-TOPO cloning vector, and finally sequenced. 
Sequence analysis showed that genes soxS, robA, and ramA from E. cloacae EcDC64, 
which were 327, 870, and 375 bp long, encoded for proteins containing 108, 289, and 
124 amino acids, respectively. These proteins showed a high level of similarity with 
their homologues in other members of the Enterobacteriaceae family. When the 
sequences obtained were compared with the recently released genome of 
Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 13047 (GenBank accession code 
NC_014121), the amino acid identity was 100 % for SoxS, and 99 % for RamA. RobA 
displayed 97 % amino acid identity with the respective homologue in Enterobacter 
cloacae subsp. cloacae ATCC 13047. Moreover, the upstream region of these genes 
was amplified by using two consecutive random and specific primers, as described 
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above. Fragments of varying length (between 600 and 800 bp) were obtained. Analysis 
of the upstream region of soxS revealed the presence of the soxR gene. Assembly of 
the sequence of the entire locus revealed an organization similar to that described for 
other Enterobacteriaceae, with divergently transcribed soxR and soxS genes separated 
by an intergenic sequence of 98 bp. Amplification of the upstream region of ramA gene 
yielded an amplicon of ca. 700 bp containing the partial coding region of the romA 
gene. 
In order to determine the different pathways activating the MDR acrAB-mediated 
phenotype, mRNA was extracted from E. cloacae Jc194 incubated in the presence of 
the compounds listed above, and the expression level of soxS, robA and ramA genes 
were measured by real time RT-PCR (Fig. 2). The results confirmed a high level of soxS 
expression under superoxide stress and showed that the sodium decanoate activates 
robA expression (Fig. 2). Furthermore, the ramA gene was over-expressed in E. cloacae 
Jc194 in the presence of tetracycline and salicylate (Fig. 2). Moreover, the expression 
level of marA gene was measured in the presence of salicylate and tetracycline, and 
the results obtained confirmed a high level of expression of marA gene by salycilate 
(data not shown). 
Induction of acrAB by SoxS, RobA and RamA in E. cloacae Jc194. 
To determine the effect of the regulatory proteins SoxS, RobA and RamA on the 
expression level of acrAB, fluorescence data of E. cloacae Jc194 cultures containing the 
acrAB promoter fused to the gene encoding for GFP protein were measured and 
quantified by flow cytometry.  
The wild type strain Jc194 harbouring the recombinant plasmid pGFP (Table 1) was 
used as an experimental control that showed basal fluorescence intensity 
(fluorescence value 1). Each of the genes encoding regulatory proteins was cloned 
under the control of their own promoter in the pCR-Blunt II-TOPO cloning vector and 
introduced into the control strain  Jc194 harbouring the recombinant plasmid pGFP 
(Table 1) in order to measure the fluorescence intensity emitted when each of the 
regulators was over-expressed.  
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The results obtained by flow cytometry experiments showed that the regulatory 
proteins SoxS, RobA and RamA induced the acrAB promoter, thus leading to a 
significant increase in fluorescence intensity (Fig. 3A). To confirm the results, the 
mRNA levels of acrA and acrB genes were measured by RT-PCR. The results of the RT-
PCR-assays are consistent with with the flow cytometry data (Fig. 3B). 
Influence of SoxS, RobA and RamA on acrAB expression in E. cloacae EcDC64.  
In order to understand the role of the regulatory proteins SoxS, RobA and RamA in the 
MDR phenotype mediated by the AcrAB-TolC efflux pump in EcDC64 strain, soxS, robA 
and ramA genes were inactivated in the wild type EcDC64 strain to generate mutant 
strainsEc∆soxS, Ec∆robA and Ec∆ramA. These knock-out derivates were transformed 
with the recombinant plasmid (pGFP) carrying the transcriptional fusion of acrAB 
promoter-GFP gene. The WT EcDC64 strain was also transformed with pGFP to control 
for fluorescence intensity. Flow cytometry assays were performed with the WT strain 
and the knock-out derivates harbouring the pGFP recombinant plasmid, and 
fluorescence data were measured and recorded to investigate the effect of each 
regulator on the expression level of acrAB from E. cloacae EcDC64. The results 
obtained are shown in Figure 4A. Inactivation of the robA gene, which is constitutively 
expressed (3), led to a significant reduction in the fluorescence intensity. The 
fluorescence intensity emitted by Ec∆robA was reduced by half relative to that 
observed in the WT strain EcDC64. However, when soxS and ramA genes were 
inactivated, the fluorescence intensity remained almost unchanged in comparison with 
that in the WT strain.  
Complementation assays were performed to confirm the role of these regulatory 
proteins on acrAB expression. The soxS, robA and ramA genes were amplified under 
the control of their own promoter regions from the WT EcDC64 strain and cloned into 
the pUCP24 vector (conferring resistance to gentamycin) in order to transform strains 
Ec∆soxS, Ec∆robA and Ec∆ramA, respectively. The fluorescence activity of these 
cultures containing the pGFP recombinant plasmid was measured and quantified by 
flow cytometry. As expected, the fluorescence intensity was increased to varying 
degrees when the regulatory genes were expressed from a plasmid into the knock-out 
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derivates (Fig. 4A). Real time RT-PCR results confirmed the fluorescence data obtained 
by flow cytometry assays (Fig. 4B).  
Role of the soxS, robA and ramA regulatory proteins on the antimicrobial resistance 
profile of Enterobacter cloacae. 
The resistance profile to several antibiotic families known as good substrates for efflux 
pumps (such as macrolides, tetracyclines or quinolones) was determined in both 
strains by the standard disk diffusion method (Table 4). EcDC64 showed greater 
resistance or lower susceptibility to the antibiotics tested than strain Jc194, which is 
consistent with lower expression of AcrAB-TolC. Different approaches were used to 
determine the role of the regulatory proteins (SoxS, RobA and RamA) on the efflux 
mediated resistance profile. 
First, the genes encoding regulatory proteins were over-expressed in E. cloacae isolate 
Jc194. The strains over-expressing soxS, robA and ramA became resistant to 
erythromycin, tetracycline and telithromycin, and showed lower susceptibility to 
ciprofloxacin. The clinical isolate Jc194 was resistant to chloramphenicol when soxS 
and robA were over-expressed, and showed reduced susceptibility to this antibiotic as 
a result of ramA over-expression. The strain harbouring the empty cloning vector 
showed no significant changes in the resistance profile relative to the WT strain (Table 
4).  
On the other hand, the lack of the regulatory protein SoxS led to an increase in 
susceptibility to all antibiotics tested, except for chloramphenicol where the inhibition 
zone determined by disk diffusion test remained unchanged relative to that observed 
for the WT strain. The MDR phenotype of isolate EcDC64 was restored or even 
increased for all antibiotics tested, except for tetracycline. The over-expression of soxS 
in EcΔsoxS led to partial restoration of the resistance to tetracycline by EcΔsoxS. 
The same trend was observed in the isogenic EcΔrobA and EcΔramA isolates. The lack 
of RobA and RamA proteins had a similar effect on the resistance of EcDC64 isolate, 
with some exceptions (Table 4). For some antibiotics, such as tetracycline and 
ciprofloxacin, the increase in susceptibility was greater than that observed for EcΔsoxS. 
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Analysis of knock-out isogenic derivates EcΔrobA and EcΔramA over-expressing the 
robA and ramA genes, respectively, showed that the resistance profile was similar to 
that of the EcDC64 clinical isolate, although the MDR phenotype was not fully restored, 
as also observed in EcΔsoxS. 
Interestingly, the knock-out derivates EcΔsoxS, EcΔrobA and EcΔramA containing the 
expression vector pUCP24 without any insertion were slightly more susceptible to the 
antibiotics than the other knock-out derivates (Table 4).  
 
Moreover, susceptibility testing was performed with WT strains Jc194 and EcDC64, and 
the knock-out derivates from EcDC64 (Table 3) in order to evaluate the effect of the 
lack of each regulator on the resistance profile in the presence of stressing agents. 
In general, Ec∆soxS showed increased antibiotic resistance in response to the presence 
of salicylate, sodium decanoate and tetracycline. However, the superoxide stress 
generated by paraquat did not stimulate an increase in the resistance in soxS defective 
strain EcDC64. The antibiotic susceptibility also increased when Ec∆soxS was incubated 
with paraquat (Table 3). The concentration used in this case was 50 µM, which allowed 
the growth of Ec∆soxS and susceptibility testing to be performed. 
Analysis of antibiotic resistance profile of EcΔrobA mutant revealed that sodium 
decanoate, unlike salicylate, paraquat and tetracycline, was not able to induce an 
increase in the antibiotic resistance of the robA defective EcDC64 clinical isolate. 
Finally, tetracycline only induced an increase in the resistance to erythromycin by the 
isogenic knock-out Ec∆ramA. Susceptibility to tetracycline was almost unchanged and 
increased susceptibility to telithromycin, ciprofloxacin and chloramphenicol was 
observed (Table 3). Although salicylate also induces over-expression of ramA, Ec∆ramA 
showed an increased antibiotic resistance in response to salicylate, due to the 
presence of a functional MarA regulator.  
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SoxS, RobA and RamA bind to upstream region of acrA gene 
The aforementioned results indicate that SoxS, RobA and RamA activators play a major 
role in inducing acrAB expression in response to the presence of compounds such as 
salicylate, superoxides, decanoate or antibiotics such as tetracycline. To understand 
the regulation of acrAB by these regulatory proteins, electrophoretic mobility shift 
assays (EMSA) with SoxS, RobA and RamA were performed. Plasmids encoding the 
histidine-tagged proteins were constructed as described in Material and Methods. 
SoxS and RamA proteins were purified after being fused to MBP (Maltose Binding 
Protein) to enhance their solubility. The MBP was also purified for use as a control. The 
upstream region of acrA gene was amplified by PCR, and the fragment was incubated 
with each of the proteins. The three proteins, SoxS, RobA and RamA, from the E. 
cloacae EcDC64 isolate bound to the promoter of the acrA gene, as revealed by the 
shift in the gel migration, whereas MBP did not bind to the promoter (Fig. 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P á g i n a  | 1 3 7
Anexos
DISCUSSION 
Multidrug efflux pumps are the major agents conferring drug resistance in bacteria. 
Several investigators have studied the important roles of the AcrAB-TolC efflux pump 
in bacterial drug resistance and virulence in Enterobacteriaceae (28, 35). The data 
currently available in E. coli and other Enterobacteriaceae show that multidrug efflux 
pumps are often expressed under precise and elaborate transcriptional control, 
including specific regulators such as AcrR, and global regulators such as MarA, SoxS 
and Rob. In E. coli, the transcriptional activators belonging to the AraC/XylS family 
interact with AcrAB and effectively enhance efflux (15). Because the AcrAB-TolC plays a 
predominant role in the intrinsic resistance of Enterobacter cloacae to a wide range of 
antibiotics, dyes, detergents and solvents as well as in bacterial fitness and virulence 
(33, 34), study of its regulation is of great importance in understanding the action of 
antibiotics and bactericidal agents in E. cloacae and many related organisms. The mar, 
sox and rob regulons are well-characterized regulatory systems in E. coli (4, 21, 32, 51). 
It is thought that influx and efflux in E. cloacae might be regulated in a similar way as in 
E. coli. Genomic analysis of E. cloacae EcDC64 revealed the presence of SoxS and RobA 
regulators, essentially identical to those in E. coli. The ramA regulon was found to 
show the same genetic organization as that observed in Citrobacter (41) and Klebsiella 
species (5), in which the ramA locus is composed by romA and ramA genes, both 
controlled by the RamR repressor. The DNA binding domains of SoxS, RobA and RamA 
proteins from EcDC64 share a high level of sequence identity, which suggests that 
these proteins have overlapping specificity. These regulators activate the transcription 
of a large set of promoters by binding to a degenerated and asymmetrical DNA 
sequence, known as marbox (24, 27). Analysis of the upstream region of the acrAB 
operon of E. cloacae (of both clinical isolates used in this study) revealed a marbox 
sequence in a suitable position. The results presented here demonstrate the 
importance of SoxS, RobA and RamA regulators in the modulation of AcrAB-TolC 
mediated antibiotic resistance in E. cloacae.  
Functional genomics approaches such as knock-out studies or heterologous expression 
studies have been used to assess the effect of these transcriptional activators on acrAB 
expression. The soxS, robA and ramA knock-out strains derived from MDR E. cloacae 
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EcDC64 were constructed. The soxS, robA and ramA genes were also cloned into 
plasmids and over-expressed in the susceptible strain E. cloacae Jc194 under the 
control of their own promoter regions. The expression level of acrAB was measured by 
two different methods: flow cytometry using the acrAB promoter-GFP gene fusion as a 
reporter, and real time RT-PCR. In addition, susceptibility testing was performed with 
all the different strains obtained (in which soxS, robA and ramA were inactivated and 
over-expressed). Transcriptional activation of acrAB is the predominant cause of 
multidrug resistance in strains that over-express MarA or the closely related global 
regulators SoxS, RobA and RamA (6, 9, 12, 19, 20, 22, 31, 40, 43, 47, 51, 52).  Chollet et 
al.  (9) have described how an increase in ramA-mediated acrAB expression leads to an 
increase in resistance to tetracycline, chloramphenicol, quinolones and β-lactams in E. 
aerogenes. In the same way, Hornsey et al. (17) described the emergence of AcrAB-
mediated tigecycline resistance in E. cloacae through the RamA regulator. Our findings 
demonstrated that increased levels of soxS, robA and ramA transcription activated 
acrAB expression, which led to an increase in antibiotic resistance in E. cloacae Jc194. 
The data indicated a correlation between the increased resistance to macrolides, 
tetracycline, ketolides, fluoroquinolones, and chloramphenicol and expression levels of 
acrAB and soxS, robA and ramA. The results of DNA mobility shift assays indicated that 
each of these three proteins directly control the expression of acrAB through binding 
to its upstream promoter region. Overall, the data indicated that SoxS, RobA and RamA 
activators play a major role as activators of AcrAB-TolC expression. Over-expression of 
ramA caused the highest acrAB gene expression, followed by over-expression of  SoxS 
and to a lesser extent, RobA. 
The differences in the acrAB expression levels were also illustrated by quinolone 
resistance in Jc194. The effects of RobA were generally weaker than those of RamA 
and SoxS for both antibiotic resistance and gene expression. In contrast to SoxS and 
RamA, RobA expression is constitutive (46), and it is inactive until activated by an 
induction signal (40, 42), which may explain the greater effect of the over-expressed 
soxS and ramA genes in the activation of the AcrAB-TolC efflux pump. On the other 
hand, the inactivation of the regulatory genes soxS, robA and ramA in E. cloacae 
ECDC64 led to increased susceptibility to all antibiotics tested, except for 
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chloramphenicol, in comparison with that of the WT strain, showing that the knock-out 
acquires a similar antibiotic resistance profile to drug-susceptible strain Jc194. 
However, only inactivation of the robA gene had a slight effect on  acrAB expression, 
which was reduced by half. These data, supported by the results obtained in the 
susceptibility analysis, suggest that RobA plays an important role in the antibiotic 
resistance of E. cloacae EcDC64. Although the inactivation of soxS and ramA did not 
affect the expression of acrAB, these proteins also affected the antibiotic resistance of 
isolate EcDC64. This may be due to the level of expression of soxS and ramA genes, 
which was significantly lower than that of the robA gene. Therefore, the effect of 
inactivation of soxS and ramA on acrAB expression goes unnoticed when RobA is 
functional. In addition, these regulatory proteins control many other genes involved in 
antimicrobial resistance, which may explain the AcrAB-independent modification in the 
resistance profile of EcDC64 (27). 
In E. coli, AcrAB-TolC is up-regulated in response to different signals, such as aromatic 
weak acids (salicylate), superoxides (generated by paraquat), bile salts, fatty acids 
(decanoate) and tetracycline (49). These toxic compounds activate the transcription of 
global regulators, and they cause up-regulation of the AcrAB-TolC efflux pump (11, 40, 
45, 48). In the present study, we examined whether a similar mechanism occurs in E. 
cloacae. Indeed, the AcrAB-TolC system was up-regulated by salicylate, decanoate, 
paraquat and tetracycline, which affected the resistance profile of E. cloacae, as 
observed by a decreased susceptibility to a number of antibiotics. The results 
demonstrated that the induction profiles in E. cloacae are very similar to the induction 
profiles previously described in other species belonging to the Enterobacteriaceae 
family. The increased expression of acrAB was significantly correlated with the degree 
of resistance shown by E. cloacae Jc194 to different antibiotics, with some exceptions. 
Induction with tetracycline triggered the largest increase in resistance to all antibiotics 
tested. The lowest effect was observed after incubation of strain Jc194 with 
decanoate. The resistance to chloramphenicol was not modified in response to this 
compound. The increased levels of resistance to erythromycin, telithromycin and 
ciprofloxacin, which were shown by Jc194 in response to salicylate, paraquat and 
tetracycline, were similar, although the tetracycline had a greater effect on  
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tetracycline and chloramphenicol resistance. Bacteria must distinguish among different 
stress conditions and respond in an appropriate manner. Each activator is regulated in 
response to a different signal, causing the final induction of acrAB. As described above, 
the AcrAB-TolC efflux pump in E. cloacae is up-regulated by SoxS, RobA and RamA, 
causing an efflux-mediated MDR phenotype in E. cloacae. The present data revealed 
that acrAB from E. cloacae is activated through different pathways depending on the  
stimulus applied. Salicylate induced ramA expression, in addition to activating marA 
transcription, as previously described in E. coli (45). The soxS and robA expression was 
also moderately increased by salicylate in E. cloacae, unlike in Salmonella, in which 
robA is down-regulated (16). The expression data supported by the susceptibility 
testing results suggest that salicylate induces activation of the AcrAB-TolC efflux pump, 
mainly through the MarA regulator. In E. coli, tetracycline induces marA, soxS and robA 
expression, although the intensity of the effect differs (48). Tetracycline mediated 
similar adaptation mechanisms of increased efflux in E. cloacae but, unlike E. coli, it 
activated ramA expression instead of marA. The effect of tetracycline on ramA 
expression was greater than the effect on soxS and robA, suggesting that the RamA 
activator plays a key role in the AcrAB regulation network. This hypothesis was 
supported by the antibiotic resistance profile shown by the ramA-defective E. cloacae 
EcDC64 isolate, in which antibiotic resistance was not induced by tetracycline. 
Furthermore, E. cloacae showed a similar oxidative stress response to that described in 
E. coli, in which soxS is highly over-expressed and robA is down-regulated by paraquat 
(29), showing an increased resistance profile. However, the paraquat increased 
antibiotic susceptibility of soxS-defective E. cloacae EcDC64, which confirms the 
involvement of SoxS in the regulation of AcrAB under oxidative stress conditions. 
Rosenberg et al. (40) found that induction of acrAB by decanoate requires Rob, but not 
MarA or SoxS in E. coli. However, the decanoate down-regulated robA transcription 
and activated marA expression in Salmonella enterica serovar typhymurium (16). We 
found a model for the acrAB regulatory network in E. cloacae similar to that in E. coli. 
Decanoate was not able to induce an increase in the antibiotic resistance of robA 
defective EcDC64. Moreover, only RobA was up-regulated by decanoate, which 
suggests that it mediates the regulation of AcrAB by free fatty acids such as decanoate, 
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and it apparently helps the survival of E. cloacae by making it more resistant to 
antimicrobial agents. 
In summary, the results of this study showed that the AraC/Xyls regulators SoxS, RobA 
and RamA play an important role in efflux mediated multidrug resistance in E. cloacae, 
by increasing acrAB expression. It was further demonstrated that each activator is 
regulated in response to a different signal, causing the final induction of acrAB. 
Therefore, the AcrAB-TolC efflux pump in E. cloacae is activated through different 
pathways depending on the stimulus applied, thus conferring resistance to a variety of 
antimicrobial agents. 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in the present study. 
Strain or plasmid Features (resistance marker) Source or 
reference 
Strains   
E. cloacae EcDC64 MDR phenotype strain overexpressing the AcrAB-TolC efflux pump (33, 34) 
E. cloacae Jc194 Clinical isolate with basal efflux pump expression and a more susceptible 
resistance profile than strain  EcDC64 
(33, 34) 
Ec∆soxS::Km EcDC64 with soxS gene disrupted with a kanamycin resistance marker This study 
Ec∆robA::Km EcDC64 with robA gene disrupted with a kanamycin resistance marker This study 
Ec∆ramA::Km EcDC64 with ramA gene disrupted with a kanamycin resistance marker This study 
Escherichia coli BL21 (DE3)     E. coli cell suitable for transformation and protein purification Invitrogen 
Escherichia coli TG1 Susceptible E. coli strain used for cloning procedures Invitrogen 
 
Plasmids 
 
  
pACYC184 Cloning vector (chloramphenicol and tetracycline) (7, 39) 
pAcGFP1 Cloning vector (Ampicillin) Clontech 
pUCP24 Cloning vector (gentamicin) (50) 
pKOBEG Red helper plasmid (chloramphenicol) (8) 
pGFP pACYC184 (chloramphenicol)containing acrAB promoter fused to the gene 
coding for GFP 
This study 
pCR-BluntII-TOPO Cloning vector (kanamycin) Invitrogen 
pTsoxS pCR-BluntII-TOPO (kanamycin) containing soxS gene under the control of its 
own promoter 
This study 
pTrobA pCR-BluntII-TOPO (kanamycin) containing robA gene under the control of its 
own promoter 
This study 
pTramA pCR-BluntII-TOPO (kanamycin) containing ramA gene under the control of its 
own promoter 
This study 
pUCsoxS pUCP24 (gentamicin) containing soxS gene under the control of its own 
promoter 
This study 
pUCrobA pUCP24 (gentamicin) containing robA gene under the control of its own 
promoter 
This study 
pUCramA pUCP24 (gentamicin) containing ramA gene under the control of its own 
promoter 
This study 
pGEM-t Cloning vector (Ampicillin) Promega 
pET-28 Expression vector (kanamycin) Novagen 
pETM-44 Modified pET-24d expression vector (kanamycin) EMBL 
collection 
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Table 2. Primers used in this study. 
 
a Oligonucleotide degenerated where R is A or G; Y is C or T; S is C or G; W is T or A and 
N is A, T, C or G. 
b Nucleotides shown in lowercase italics indicate restriction sites for cloning 
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Table 3. Antibiotic susceptibility profiles, determined by the standard disk diffusion 
method, for the bacterial isolates in the presence of 10 mM sodium salicylate (SAL), 10 
mM sodium decanoate (DEC), 0.1 mM paraquat (PQ) or 4 µg/mL of tetracycline (TET).  
Strains
Stimulusa
Antibiotics
Erythromiycin Tetracycline Telithromycin Ciprofloxacin Chloramphenicol
JC194 - 10 25 13 34 24
SAL 0 18 9 28 21
DEC 0 23 11 32 24
PQ 0 18 8 27 17
TET 0 11 8 27 11
EcDC64 - 0 0 9 32 25
SAL 0 0 0 28 21
DEC 0 0 8 32 25
PQ 0 0 0 27 18
TET 0 0 0 32 24
Ec∆robA - 10 26 14 38 24
SAL 0 21 11 28 22
DEC 10 26 13 46 33
PQ 0 18 11 27 17
TET 0 14 10 26 16
Ec∆soxS - 9 23 14 34 24
SAL 0 18 11 29 25
DEC 8 22 12 32 25
PQb 10 31 17 42 28
TET 0 16 11 29 15
Ec∆ramA - 10 25 15 37 25
SAL 0 19 12 28 23
DEC 9 22 12 31 27
PQ 0 18 12 32 18
TET 0 24 17 40 26
 
a Abbreviations : SAL, sodium salicylate; DEC, sodium decanoate; PQ, paraquat; TET, tetracycline. 
b Concentration of paraquat, 50 µM 
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Figure 1 A. Induction of the acrAB operon measured by growing E. cloacae Jc194 containing the reporter 
plasmid pGFP in the presence of 10 mM sodium salicylate (SAL), 10 mM sodium decanoate (DEC), 
0.1mM paraquat (PQ) and 4 µg/mL of tetracycline (TET). The values shown are relative fluorescence 
units, comparative to the control strain, Jgfp, grown without the compounds. The bars show the average 
values from triplicate assays. P value < 0.05 in all cases. 
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Figure 1 B. RT-PCR analysis of acrA and acrB gene expression in E. cloacae Jc194 in the presence of 10 
mM sodium salicylate (SAL), 10 mM sodium decanoate (DEC), 0.1 mM paraquat (PQ), and 4 µg/mL 
tetracycline (TET). The bars show the average values for triplicate assays. Relative expression is 
calculated as 2-∆CT, where -∆CT is the ratio of the crossing points target value to the crossing point 
reference value. The target is the strain indicated, whereas the reference is E. cloacae Jc194 in all cases.  
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Figure 2. RT-PCR analysis of soxS, robA and ramA gene expression in E. cloacae Jc194 in the presence of 
10 mM sodium salicylate (SAL), 10 mM sodium decanoate (DEC), 0.1 mM paraquat (PQ) and 4 µg/mL 
tetracycline (TET). The bars show the average values for triplicate assays Relative expression was 
calculated as 2-∆CT, where -∆CT is the ratio of the crossing points target value to the crossing point 
reference value. The target is the strain indicated, whereas the reference is in all cases E. cloacae Jc194. 
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Figure 3 A. Induction of acrAB operon due to ramA, soxS and robA over-expression in E. cloacae Jc194 
containing the reporter plasmid pGFP (see Material and Methods), Jgfp. The values shown are 
fluorescence units relative to the Jgfp control. The bars show the average values from triplicate assays. P 
value < 0. 05 in all cases. 
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Figure 3 B. RT-PCR analysis of acrA and acrB gene expression in E. cloacae Jc194 over-expressing ramA, 
soxS and robA. The bars show the average values from triplicate assays. Relative expression is calculated 
as 2-∆CT, where -∆CT is the ratio of the crossing points target value to the crossing point reference value. 
The target is the indicated strains, whereas the reference is E. cloacae Jc194 in all cases. 
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Figure 4 A. Level of expression of acrAB in knock-out strains from E. cloacae EcDC64 and their 
complemented strains. The values shown are fluorescence units relative to the EcDC64 wild type strain 
containing the reporter plasmid, pGFP. The bars show the average values from triplicate assays. * P-
value <0.05. 
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Figure 4 B. RT-PCR analysis of acrA and acrB gene expression in knock-out strains from E. cloacae 
EcDC64 and their complemented strains. The bars show the average values from triplicate assays. 
Relative expression is calculated as 2-∆CT, where -∆CT is the ratio of the crossing points target value to the 
crossing point reference value. The target is the indicated strains, whereas the reference is E. cloacae 
EcDC64 in all cases. 
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Figure 5. Electrophoretic mobility of the DNA fragments containing the EcDC64 upstream region of acrA 
gene from E. cloacae EcDC64. Lane 1, DIG-labelled DNA probe; lane 2, DIG-labelled DNA probe and SoxS 
protein fused to MBP; lane 3, DIG-labelled DNA probe and RobA protein; lane 4, DIG-labelled DNA probe 
and RamA protein fused to MBP; lane 5, DIG-labelled DNA probe and MBP protein. 
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